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• ADP: Adenosín Difosfato 
• AC: Actina 
• ATP: Adenosín Trifosfato 
• Arg: arginina  
• BCA: ácido bicinconínico  
• Bcl-2 :B-cell Lymphoma 2 
• BSA: albúmina del suero bovino 
• CE: Célula embrionaria 
• CHAPS: cholamidopropil-2 hidroxi-1 propanosulfato 
• CML: Célula madre linfoide 
• Dl: decilitros 
• DGºf: Variación de la energía libre de Gibbs estándar de formación 
• DHAP: Dihidroxiacetona-fosfato 
• EAP: Enfermedad arterial periférica 
• EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 
• ESI : del inglés, ElectroSpray Ionization 
• FAD: Flavín adenina dinucleótido 
• FADD : factor associated death domain 
• F-6-P: Fructosa 6 fosfato 
• Fig: Figura 
• FT-MS : del inglés, Fourier Transform ion cyclotron 
• G3P: Gliceraldehido 3 fosfato 
• G6P: Gliceraldehido 6 fosfato 
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• HDL: Lipoproteina de alta densidad 
• HEPES: ácido 4-(2-HidroxiEtil)-1-PiperacinaEtanosulfónico. 
• ITB: Indice tobillo brazo 
• IPG: del inglés Isoelectric Phocusing Gradient 
• LDH: lactato deshidrogenasa  
• LDL: Lipoproteina de baja densidad 
• Lys: lisina  
• MALDI : del ingles, Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization 
• MDH: malato deshidrogenasa  
• Mcl-1 : Mieloid cell leucemia-1 
• mg: milígramos 
• Mi: Miosina  
• ml: mililitros 
• mm: milímetros 
• mmHg: milímetros de Mercurio  
• mmol: milimol 
• MS: espectrometría de masas  
• NAD: Nicotinamida adenina dinucleotido 
• nm: nanometros 
• PaO2: presión parcial arterial de oxígeno 
• PAS: Presión arterial sistólica 
• PC: piruvato carboxilasa  
• PCR: Proteina C reactiva 
• PEP: fosfoenolpirúvico 
• PGE1: Prostaglandina E1 
 	   21	  
• PGE2: Prostaglandina E2 
• pg: picogramos 
• PVDF :del inglés polyvinylidene difluoride 
• SDS-PAGE :del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis 
• seg: segundos 
• SFB: suero fetal bovino  
• SNC: Sistema Nervioso Central 
• TNF: Factor de necrosis tumoral 
• TOF : del inglés, time of flight 
• TPI: Triosafosfato isomerasa 
• UAD: Unidades Arbitrarias Densitométricas 
• μg: nanogramos 
• 2-DE: del inglés 2-dimensional electrophoresis 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1. MÚSCULO ESQUELÉTICO 
1.1.1. Estructura  
 
El músculo esquelético está formado por fibras musculares estriadas, organizadas 
histológicamente en paquetes ( haz ) envueltos por un tejido conectivo llamado 
perimisio. El  haz se va reuniendo en paquetes , hasta conformar finalmente una 
estructura que une a todas las fibras del músculo, envuelta por una capa de tejido 
conectivo llamada perimisio. 
Cada haz está conformado por miles de fibras, perfectamente separables porque cada 
una está envuelta por su propia capa de tejido conjuntivo llamada endomisio. El total de 
fibras que finalmente tendrá el músculo queda establecido ya a los 4 ó 5 meses de vida 
fetal. El grosor, en cambio, es al nacer la quinta parte de lo que tendrá de adulto. En éste 
es muy variable, según el músculo de donde se saque la muestra ( a través de una 
biopsia). En general el grosor va de 10 milimicrones a 100 milimicrones (1 micrón es 
una parte de mil). Su longitud suele ir a lo largo de todo el recorrido del músculo, 
alcanzando hasta 30 centímetros en algunos casos. 
En el interior de cada fibra se encuentran las miofibrillas segmentadas en una estructura 
histológica conocida como sarcómero. Estos sarcómeros, unidos en serie, se observan a 
todo lo largo de la fibra muscular, y son la unidad funcional en la contracción. Cada 
sarcómero está separada de su vecino por un disco, o banda, que se ha denominado Z, la 
cual “corta” la miofibrilla en unidades funcionales. 
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Cada sarcómero está envuelto por una membrana, con propiedades de transporte 
químico y eléctrico llamada sarcolema. En su interior los miofilamentos del sarcómero 
se encuentran inmersos en un medio acuoso, rico en glucógeno, proteínas, sales, lípidos, 
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La miofibrilla tiene cuatro componentes básicos que en conjunto producen la 
contracción: La actina ( filamento delgado); la miosina ( gruesas en forma de palo de 
golf) ambas dispuestas en paralelo entre sí; la tropomiosina y la troponina, tienen una 
función reguladora en la formación de los contactos ( puentes) y su ruptura, en la 
contracción y relajación, respecto de la actina y la miosina. 
 
 
Los filamentos de miosina y actina son rígidos, pero hay elementos elásticos 
intermedios que “puentean”. El rango total de movimiento puede ser de 10 a12 
nanometros( nm). El número de puentes es variable según la velocidad de una 
contracción. En una activación máxima no alcanza al 50% el número de puentes 
efectivamente establecidos. Todavía no se sabe cuál estructura es el elemento elástico 
en el puente, qué clase de unión mantiene la cabeza de miosina con el filamento de 
actina, cómo actúa el ATP en la unión y desunión de la actina y la miosina. Fig 1.2 y 
Fig 1.3 











Fig 1.2  1.Miofibrillas distribuidas uniformemente dentro de una fibra muscular; 2. 
.Vaso sanguíneo; 3. Endomisio, que amarra las fibras dentro de un haz primario; 4. 
Perimisio, empaqueta un haz primario (varios haces primarios forman un haz 
secundario y así sucesivamente); 5. Vasos sanguíneos que circulan por el perimisio. 
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Fig 1.3 Diagrama que muestra la Disposición de los Miofilamentos de Actina y 
Miosina dentro de la Miofibrilla, en un Músculo Estriado: I. Banda en la que sólo hay 
actina; H. Banda en la que sólo hay miosina; A. Banda en la que hay actina y miosina; 
I. Cada miosina está "unida a las actinas vecinas" por finos filamentos (no dibujados 
en esta figura); Mi. Miosina; AC. Actina (50 A de grosor y 2 micrones de largo); Z. 
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1.1.2. Tipos de fibra 
 
Existen dos tipos básicos de fibras musculares: 
 
a) Tipo1: De contracción lenta, tónicas, rojas y mayor resistencia a la fatiga, con 
una velocidad de contracción de 80  a 100 milisegundos, conectadas a motoneuronas 
pequeñas. 
b) Tipo2: De sacudida rápida con velocidad de contracción de 40 milisegundos, 
fásicas, blancas y menor resistencia a la fatiga. A su vez estas fibras se subdividen en 3 
subtipos: 2a,2b,2c, que tienen variaciones histoquímicas entre ellas, que redundan en 
diferencias contráctiles. Su proporción relativa varía según el tipo de entrenamiento. 
Están conectadas a motoneuronas de gran tamaño. En un músculo la proporción es 
alrededor de 50% pero con variaciones que van de 10% a 95% ( ejemplo 75% tipo1 en 
el sóleo) 
La proporción de fibras tipo 1 y 2 es condicionada por la genética, para cada músculo. 
Por otra parte, los diferentes músculos tienen proporciones distintas según su 
característica funcional;los antigravitatorios, por ejemplo, tienen más fibra tipo1 y los 
músculos de reacción rápida (flexores en general) tienen más fibras tipo2. A las 20 
semanas ( 5 meses) de vida fetal ya empieza la diferenciación, la cual es casi completa 
al año de vida. 
La proporción de los diferentes tipos de fibras, si bien está condicionada por la genética, 
el tipo de entrenamiento físico es un factor fuertemente perturbador. Asimismo la 
influencia neurológica también es importante en las propiedades contráctiles. Existen 
numerosos experimentos que demuestran como el tipo de entrenamiento modifica a las 
fibras; como también experimentos con electroestimulación demuestran la plasticidad 
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de las fibras para transformarse. No obstante, en ambos casos el reposo prolongado, 
tiende a revertir tales modificaciones a la situación previa al experimento. 
La unidad motora es una motoneurona ( alfa) con la fibras musculares que inerve, cuyo 
número es muy variable, según el requerimiento de fineza de coordinación a que esté 
sometido el músculo, a mayor fineza menor número de fibras por cada motoneurona ( 
por ejemplo un músculo del ojo, comparado con un extensor antigravitatorio varía de 1 
motoneurona por 5 fibras, hasta 1 motoneurona que se conecta a 2.000 fibras )   .Fig1.4  
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Fig 1.4 Motoneurona 
Cada motoneurona se conecta con neuronas intercalares ( o internunciales) cuyo número 
puede variar entre 3.000 y 5.000 neuronas, antes de llegar al sector motor, lo que 
permite una gama extraordinaria de circuitos y conexiones, que puede derivar en 
eventos facilitadores o inhibidores, en sumaciones espaciales o temporales, en 
participación de varios centros a diferentes niveles del Sistema Nervioso Central ( 
SNC), etc. (1) 
 
1.1.3  Contractilidad Muscular 
1.1.3.1. Mecanismo General de la Contracción Muscular 
El comienzo y la ejecución de la contracción muscular se producen siguiendo las 
siguientes etapas: 
Un potencial de acción viaja por un nervio motor hasta el final del mismo en las fibras 
musculares. 
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En cada extremo, el nervio segrega una pequeña cantidad de neurotransmisor: la 
acetilcolina. 
 
La acetilcolina actúa localmente, en una zona de la membrana de la fibra muscular 
abriendo múltiples canales para iones sodio compuerta operada por acetilcolina. 
La apertura de esos canales permite la entrada a la fibra muscular de grandes 
cantidades de iones sodio, en el punto correspondiente a la terminal nerviosa. De esta 
forma comienza un potencial de acción en la fibra muscular. Ese potencial de acción 
se desplaza a lo largo de la membrana de la fibra muscular, igual que sucede con los 
potenciales de acción en las membranas de los nervios. 
 
El potencial de acción despolariza la membrana de la fibra muscular y también viaja a 
su interior. Aquí provoca la liberación, desde el retículo endoplásmico hacia las 
miofibrillas, de grandes cantidades de iones calcio que se hallaban almacenados en el 
retículo. 
 
Los iones calcio inician fuerzas de atracción entre los filamentos de actina y miosina, 
haciendo que se deslicen juntos: éste es el proceso de contracción. (2-4) 
 
 
Una fracción de segundo después, se bombean los iones calcio hacia el retículo 
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1.1.3.2 Mecanismo Molecular de la Contracción Muscular 
 
La figura siguiente ( Fig. 1.5) ilustra el mecanismo básico de la contracción muscular. 
Se observa una sarcómera en estado relajado (arriba) y en contracción (abajo):	  	  	  
	  
Fig 1.5 Sarcómera en relajación y contracción 
 
En estado relajado, los extremos de los filamentos de actina que derivan de dos discos 
Sucesivos apenas se solapan entre sí, mientras que sí se superponen completamente a 
los de miosina. Por otra parte, cuando están en contracción, los filamentos de actina se 
han desplazado entre los de miosina, de forma que ahora se solapan entre sí en mayor 
grado. Además, los filamentos de actina han tirado de los discos Z hacia los extremos 
de la miosina. De hecho, los filamentos de actina pueden ser atraídos juntos tan 
 	   37	  
intensamente que los extremos de los filamentos de miosina llegan a arquearse durante 
una contracción muy intensa. Así pues, la contracción muscular tiene lugar por un 
mecanismo de deslizamiento de filamentos. (5) 
Pero, ¿qué es lo que hace que los filamentos de actina se deslicen hacia dentro entre 
los filamentos de miosina? La respuesta es que se trata de fuerzas mecánicas 
generadas por la interacción de los puentes cruzados entre los filamentos de actina y 
miosina. En condiciones de reposo, estas fuerzas se hallan inhibidas, pero cuando un 
potencial de acción viaja por la fibra muscular se produce la liberación de gran 
cantidad de iones calcio hacia el sarcoplasma que baña las miofibrillas. A su vez, los 
iones calcio activan las fuerzas entre los filamentos y la contracción comienza. 
También es preciso que exista energía para el proceso contráctil: se obtiene de los 
enlaces de alta energía del ATP, que se degrada a adenosina difosfato (ADP) para 
liberar la energía necesaria. 
1.1.3.3 Características moleculares de los filamentos contráctiles 
-El Filamento de Miosina 
El filamento de miosina está formado por múltiples moléculas de miosina, cada una 
con una masa molecular de 480000. En las figuras 1.2 y 1.3 se muestra una molécula 
aislada y también la organización de las moléculas para formar un filamento de 
miosina , así como su interacción con dos filamentos de actina. 
La molécula de miosina está constituida por ocho cadenas polipeptídicas: dos de ellas 
son dos cadenas pesadas, cuya masa molecular es de 200000, que forman la llamada 
cola de la molécula formando una espiral doble entre ellas. Las otras cuatro cadenas 
son cadenas ligeras, de masa molecular 20000, que constituyen las dos cabezas de la 
molécula formando dos espirales dobles dos a dos. Esta disposición se ve claramente 
en la parte superior de la figura anterior. 
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El filamento de miosina está formado por 200 moléculas individuales de miosina, 
constituyéndose de la siguiente manera. Las colas de las moléculas de miosina se 
agrupan entre sí para formar el cuerpo de la molécula. De este cuerpo sobresale una 
parte pequeña de la cola y las dos cabezas de la molécula, formando lo que se 
denomina, en conjunto puente cruzado. Esto puentes son flexibles en dos puntos: el 
primeros es el lugar donde deja de formar parte del cuerpo del filamento, brazo, y el 
segundo es donde se subdivide en las dos cabezas. Estos puntos articulados se conocen 
como bisagras, que permiten la aproximación o alejamiento de las cabezas del cuerpo 
de la molécula. Esta articulación incluso forma parte de la contracción. 
Otro aspecto importante de la cabeza de miosina es que puede funcionar como enzima 
ATPasa, esta propiedad le permitirá desdoblar el ATP y emplear la energía derivada del 
fosfato de alta energía del mismo para su consumo en el proceso de contracción. (6) 
-El Filamento de Actina 
El filamento de actina también es complejo. Está constituido por tres componentes 
diferentes: actina, tropomiosina y troponina. 
La columna vertebral del filamento de actina una molécula de proteína actina F de 
cadena doble, que corresponde a las dos tiras de tono claro de la figura anterior. Los 
filamentos están enrollados en una espiral, de igual forma que la molécula de miosina, 
pero con una revolución completa cada 70 nanómetros. 
Cada banda de la hélice doble de actina F está formada por moléculas polimerizadas de 
actina G. Hay aproximadamente 13 de estas moléculas en cada revolución de cada 
banda de la hélice, y existe una molécula de ADP unida a cada una de estas moléculas 
de actina G. Estas moléculas son los sitios activos de los filamentos de actina, donde los 
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puentes cruzados de los filamentos de miosina intervienen para provocar la contracción 
muscular. Estas zonas activas son regulares, habiendo una cada 2.7 nanómetros. 
Cada filamento de actina tiene una longitud de 2.7 micras. Las bases de estos filamentos 
de hallan fuertemente encajadas en los discos Z, mientras sus otros extremos se sitúan 
entre los filamentos de miosina, en los sarcómeros, como se veía en la anterior figura de 
varios sarcómeros. (7) 
-Moléculas de Tropomiosina. 
La tropomiosina es otra proteína constituyente del filamento de actina, cada una de estas 
moléculas tiene una masa molecular de 70000 y una longitud de 70 nanómetros. Estas 
moléculas se unen laxamente con las bandas de actina F, y se disponen en espiral a los 
lados de la hélice de actina F. En estado de reposo estas ocultan los sitios activos, de 
forma que no puedan reaccionar con los filamentos de miosina para desencadenar una 
contracción. Cada molécula de tropomiosina oculta unos siete de estos sitios activos. 
-Troponina y su papel en la contracción muscular. 
Unida a la vecindad en uno de los extremos de la molécula de tropomiosina se halla otra 
proteína, la troponina. Se trata, realmente, de un complejo de tres subunidades proteicas 
unidas laxamente que desempeñan, cada una de ellas, un papel específico en el control 
de la contracción muscular. Una de las subunidades (troponina I) presenta fuerte 
afinidad por la actina; otra (troponina T) por la tropomiosina; y la tercera (troponina C) 
por los iones calcio.  
 
La fuerte afinidad de la troponina C por estos iones inicia el proceso de contracción, 
como veremos a continuación. 
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1-Interacción de Miosina, Filamentos de Actina e Iones Calcio para Producir la 
Contracción 
 
2-Inhibición del filamento de actina por el complejo troponina-tropomiosina; 
activación por iones calcio. 
Un filamento puro de actina, se une fuertemente a las moléculas de miosina en 
presencia de iones magnesio y ATP, que son abundantes en la miofibrilla. Sin embargo 
si añade complejo de troponina-tropomiosina, al filamento de actina, esa unión no tiene 
lugar. Por tanto, se cree que los sitios activos del filamento de actina son escondidos 
físicamente por dicho complejo. En consecuencia, si no se anula el efecto del complejo 
de troponina-tropomiosina, los filamentos de actina y miosina no se podrán unir, y, por 
consiguiente, tampoco podrá haber contracción muscular. (8-10) 
Es ahora cuando los iones calcio cobran su verdadera importancia. En su presencia, 
desaparece el efecto inhibidor del complejo de troponina-tropomiosina sobre los 
filamentos de actina. No hay una teoría segura sobre esto, pero se cree que puede ser 
algo como lo siguiente: 
Cuando los iones calcio se combinan con troponina C (pueden juntarse hasta cuatro) se 
supone que el complejo de troponina sufre un cambio de conformación que de alguna, 
manera dobla la banda de tropomiosina y la desplaza a una región más profunda, al 
surco situado entre dos bandas de actina. De este modo deja al descubierto los sitios 
activos del filamento de actina, y por tanto se produce la contracción. Aunque tan sólo 
es una hipótesis, sí se sabe que la relación normal del filamento de actina con el 
complejo troponina-tropomiosina se altera debido a la acción de los iones calcio. 
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3-Interacción entre el filamento “activado” de actina y los puentes cruzados de 
miosina: la teoría de la “cremallera” de la contracción. 
Tan pronto como sucede la activación del filamento de actina, por los iones calcio, las 
cabezas de los puentes de miosina son atraídas hacia los sitios activos del filamento de 
miosina, lo que provoca la contracción muscular. Aunque se desconoce de manera 
exacta la manera en que esta interacción produce la contracción, existe una hipótesis 
que tiene bastantes pruebas a favor, denominada teoría de la “cremallera” de la 
contracción.  
 
La siguiente figura (Fig 1.6) ilustra el mecanismo enunciado por esta teoría: 
                                   
Fig.1.6. Molécula miosina 
 
 
Aquí se muestra las cabezas de dos puentes cruzados que se unen a, y se separan de, los 
sitios activos de un filamento de actina. Se ha postulado que la unión de la cabeza a un 
sitio activo causa simultáneamente cambios profundos en las fuerzas intramoleculares 
en la cabeza y el brazo del puente cruzado. La nueva alineación de las fuerzas 
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determinaría que la cabeza se inclinara hacia el brazo, arrastrando con ella al filamento 
de actina. Esta inclinación de la cabeza se denomina “impulso de fuerza”. A 
continuación, inmediatamente después de la inclinación, la cabeza se separaría 
automáticamente del sitio activo y regresaría a su dirección perpendicular normal. En 
esta posición se combinaría con un nuevo sitio de actina más alejado. Luego tendría 
lugar una nueva inclinación similar para producir otro impulso de fuerza y el filamento 
de actina se desplazaría una vez más. De esta forma los puentes cruzados irían tirando 
del filamento de actina hasta el centro del de miosina. (11-13) 
Se piensa que cada puente cruzado actúa de una manera independiente y aleatoria pero 
continua. Así que, en teoría, a mayor número de puentes cruzados mayor es la fuerza de 
contracción. 
 
4-ATP como fuente de energía para la contracción: acontecimientos químicos durante 
el movimiento de las cabezas de miosina. 
Cuando un músculo se contrae contra una carga, se efectúa un trabajo y se necesita 
energía. Durante el proceso de contracción se utilizan grandes cantidades de ATP, que 
producen ADP. Además, a mayor trabajo realizado por el músculo, mayor cantidad de 
ATP usado (efecto Fenn). Este proceso se desconoce también exactamente, pero, de 
acuerdo con la teoría de la “cremallera” de la contracción, se ha sugerido el siguiente 
mecanismo para explicar el proceso: 
Antes del comienzo de la contracción las cabezas de los puentes cruzados se unen con 
ATP, que se desdobla en ADP y Pi, que quedan unidos a la cabeza. En este estado la 
cabeza se extiende totalmente formando un ángulo de 90 grados con respecto al 
filamento de actina, pero sin tocarlo. 
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Cuando los iones calcio anulan el efecto del complejo troponina-tropomiosina, dejando 
al descubierto los sitios activos del filamento de actina estos se unen con las cabezas de 
los puentes cruzados. 
 
Esta unión produce un cambio de conformación en la cabeza del puente cruzado 
inclinándola hacia atrás en dirección al brazo. Esto da el impulso necesario para tirar del 
filamento de actina. La energía que activa este proceso estaba ya almacenada en la 
cabeza del puente cruzado, puesto que al desdoblar la molécula de ATP la cabeza sufrió 
un cambio de conformación. 
Una vez se inclina la cabeza del puente cruzado, se liberan las moléculas de ADP y Pi. 
Esta liberación hace que una molécula de ATP se vuelva a unir a la cabeza del puente 
cruzado, lo que hace que se suelte del sitio activo del filamento de actina. 
Cuando se desprende de la actina, la molécula de ATP se vuelve a desdoblar de nuevo, 
haciendo que la cabeza se vuelva a enderezar, quedando dispuesta para un nuevo 
impulso de fuerza. 
A continuación se une a un nuevo sitio de actina y se vuelve a “desenderezar”, 
proporcionando un nuevo impulso de fuerza. 
Este proceso se repetirá hasta que el filamento de actina tire de la membrana Z hasta los 
extremos del filamento de miosina o la carga del músculo sea demasiado grande para 
poder tirar más. (14) 
 
5-Grado de Solapamiento de los Filamentos de Actina y Miosina: Efecto sobre la 
Tensión Desarrollada por el Músculo en Contracción 
El efecto de la longitud de la sarcómera y del solapamiento de los filamentos de actina y 
miosina sobre la tensión activa desarrollada por una fibra muscular en contracción.  
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En el punto D, el filamento de actina ha ejercido toda la tracción hasta el final del 
filamento de miosina, sin superposición alguna. En este caso la tensión desarrollada por 
el músculo activado es nula. Cuando la sarcómera se acorta y el filamento de actina se 
superpone cada vez más al de miosina, la tensión aumenta progresivamente, hasta que la 
longitud de la sarcómera disminuye a unas 2'2 micras. En este momento, el filamento de 
actina está superpuesto ya a todos los puentes cruzados del filamento de miosina, pero 
todavía no ha alcanzado el centro de éste. Cuando aumenta el acortamiento, la 
sarcómera conserva plena tensión hasta punto B, siendo entonces su longitud de 2'0 
micras. Ahora es cuando los extremos de los dos filamentos de actina comienzan a 
superponerse. En el momento en que la longitud de la sarcómera se reduce hasta 
aproximadamente 1'65 micras, la fuerza de contracción disminuye. Es en este punto 
donde las dos membranas Z de la sarcómera tocan los extremos de los filamentos de 
miosina. Después, cuando la contracción acorta todavía más las sarcómeras, los 
extremos de los filamentos de miosina se encogen, pero también disminuye 
gradualmente la tensión. 
Este esquema demuestra que la contracción máxima sucede cuando hay máxima 
superposición entre los sitios activos del filamento de actina y los puentes cruzados del 
filamento de miosina. Esto confirma la idea de que a cuando mayor sea el número de 
puentes cruzados mayor será la fuerza de la contracción (15,16) 
 
6-Relación entre Velocidad de Contracción y Carga 
Un músculo contrae con mucha rapidez cuando la carga es nula, estando en promedio 
en 0,1 segundos. No obstante cuando se aplican cargas la velocidad de contracción 
disminuye, siendo cada vez más lenta cuanto más grande sea la carga. Cuando la carga 
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se iguala a la tensión que el músculo puede soportar, la velocidad se hace cero, esto 
quiere decir que, a pesar de estar el músculo activado, no hay contracción. 
 
7-Energética de la Contracción Muscular 
Como ya hemos dicho, la contracción muscular depende de la energía suministrada por 
el ATP. La mayor parte de esta energía se destina al efecto cremallera, pero también se 
necesitan pequeñas cantidades para: 
Bombear calcio desde el sarcoplasma hacia el retículo sarcoplásmico cuando la 
contracción finaliza. 
 
Bombear iones de sodio y potasio a través de la membrana de la fibra muscular, 
manteniendo el ambiente iónico adecuado para la propagación de los potenciales de 
acción. 
Todo este proceso, hace que las necesidades de energía del músculo sean muy elevadas. 
La concentración de ATP presente en una fibra muscular sólo mantiene a un músculo 
funcionado 1 ó 2 segundos solamente. Este problema se soluciona refosforilando el 
ADP y convirtiéndolo de nuevo en ATP. Existen tres métodos para solucionar este 
problema: 
La Fosfocreatina: Esta contiene un enlace fosfato de alta energía similar al del ATP. La 
fosfocreatina se desdobla instantáneamente y la energía liberada se usa para unir un 
fosfato al ADP, reconstruyendo el ATP. Este método no puede mantener la contracción 
más allá de 7 u 8 segundos. 
El Glucógeno: Este está almacenado en las células musculares. Se degrada rápidamente 
y libera energía, que se puede usar directamente en la contracción muscular o para 
reconstituir fosfocreatina. Dos características de este método son que no requiere 
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oxígeno y su gran velocidad. La acumulación de residuos no permite que el uso de esta 
forma de energía se extienda más de un minuto. 
El metabolismo oxidativo: en este método se combinan varios substratos alimenticios 
para liberar ATP. El 95% de la energía en procesos largos proviene de esta fuente, que 
puede llegar a mantenerlos durante varias horas utilizando glúcidos ,proteínas y, 
principalmente, lípidos. (17) 
En el siguiente punto desarrollaremos más ampliamente el metabolismo oxidativo de los 
hidratos de carbono. 
 
 
1.2. METABOLISMO CELULAR DE LOS HIDRATOS DE CARBONO 
 
El metabolismo energético está constituido por un conjunto de reacciones bioquímicas y 
procesos físicoquímicos que ocurren en la célula.  
 
1.2.1. Glucolisis 
Entre estos complejos procesos interrelacionados, la glucolisis constituye la principal 
fuente de energía celular a través de la oxidación de la glucosa en el citosol (Fig. 1.7). 
Esta ruta universal consta de diez reacciones agrupadas en dos fases(18): 
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Figura 1.7. Esquema de las diez reacciones que constituyen la vía glucolítica, con los 
sustratos, productos y enzimas catalizadoras. Fuente: www.wikipedia.es. 
 
1. Fase de gasto o aporte energético 
 
• Reacción 1. Fosforilación de la glucosa. El primer paso de la glucolisis consiste en la 
activación de la glucosa mediante la transferencia de un grupo fosfato del ATP por la 
enzima hexoquinasa. Como consecuencia se forma la glucosa-6-fosfato (G6P). 
• Reacción 2. Isomerización de la glucosa-6-fosfato. En esta fase la G6P se isomeriza 
a fructosa-6-fosfato (F6P) mediante una reacción de cuatro pasos, que implica la 
apertura del anillo de la G6P y posterior ciclado en la forma furanosa (F6P). 
• Reacción 3. Fosforilación de la fructosa-6-fosfato. La fosfofructoquinasa-1 fosforila 
el carbono 1 de la F6P (obteniendo la fructosa 1,6-bifosfato), constituyendo éste el 
principal punto de control de la glucolisis debido a su irreversibilidad. 
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• Reacción 4. Fragmentación de la fructosa 1,6-bifosfato. Una enzima clave en la vía 
glucolítica es la fructosa 1,6-bifosfato aldolasa, que escinde la fructosa 1,6-bifosfato en 
dos triosas fosfato: la dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) y el gliceradehído-3-fosfato 
(G3P). 
• Reacción 5. Isomerización de la dihidroxiacetona-fosfato. Otra enzima fundamental 
en el proceso de la glucolisis es la implicada en esta reacción: la triosa fosfato isomerasa 
(TPI). La TPI representa un importante papel en la producción de energía por la célula. 
Su función es isomerizar la DHAP en otra molécula de G3P. 
 
2. Fase de obtención de energía 
 
• Reacción 6. Oxidación y fosforilación del D-gliceraldehído-3-fosfato. Esta reacción 
es catalizada por la enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, oxidando el G3P 
mediante la utilización de NAD+ para añadir un ion fosfato a la molécula y obteniendo 
el 1,3-bifosfoglicerato. 
• Reacción 7. Cesión de un grupo fosfato del 1,3-bifosfoglicerato al ADP. En este 
paso la enzima fosfoglicerato quinasa transfiere el grupo fosfato  del 1,3-
bifosfoglicerato a una molécula de ADP, generando así la primera molécula de ATP de 
la vía (y el 3-fosfoglicerato). 
• Reacción 8. Isomerización del 3-fosfoglicerato. La enzima fosfoglicerato mutasa 
isomeriza el 3-fosfoglicerato procedente de la reacción anterior, dando el 2-
fosfoglicerato. 
• Reacción 9. Deshidratación del 2-fosfoglicerato. En este paso se produce una 
pérdida de una molécula de agua  del 2-fosfoglicerato para dar lugar al ácido 
fosfoenolpirúvico (PEP). La enzima encargada de catalizar esta reacción es la enolasa.   
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• Reacción 10. Cesión de un grupo fosfato al ADP. La última reacción de la glucolisis 
es catalizada por la piruvato quinasa y da lugar al piruvato por la cesión de un grupo 
fosfato del PEP al ADP.  
 
El anión piruvato es un compuesto orgánico clave en el metabolismo energético y puede 
seguir dos caminos: 1, si hay suficiente suministro de oxígeno, el ácido pirúvico es 
descarboxilado en la matriz de la mitocondria por el complejo enzimático piruvato 
deshidrogenasa rindiendo CO2 y acetil coenzima A, que es el inicio del ciclo de Krebs y 
la fosforilación oxidativa; 2, si no hay suficiente cantidad de oxígeno disponible, el 
piruvato sigue una ruta anaeróbica, la fermentación, que culmina en la producción de 
ácido láctico.	  	  
En el proceso metabólico de obtención de energía mediante la fosforilación oxidativa 
adquiere gran importancia el complejo ATP sintasa, situado en la cara interna de la 
membrana interna de las mitocondrias. Su función fundamental es la de sintetizar ATP a 
partir del ADP y un grupo fosfato y de la energía suministrada por un flujo de protones 
(H+). Esta enzima está formada por dos principales complejos, el F0 y el F1. A su vez, 
el complejo F1 está formado por tres dímeros αβ. La mayor parte del sitio catalítico 
reside en la cadena β31. 
 
1.2.2 Ciclo de Krebs	  	  	  
En las células aerobias distintas vías catabólicas convergen en el ciclo de Krebs 
El ciclo de Krebs (de los ácidos tricarboxílicos o del ácido cítrico) es una vía metabólica 
presente en todas las células aerobias, es decir, las que utilizan oxígeno como aceptor 
final de electrones en la respiración celular. En los organismos aerobios las rutas 
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metabólicas responsables de la degradación de los glúcidos, ácidos grasos y 
aminoácidos convergen en el ciclo de Krebs, que a su vez aporta poder reductor a la 
cadena respiratoria y libera CO2 .	  	  	  
El catabolismo oxidativo de glúcidos, ácidos grasos y aminoácidos puede dividirse en 
tres etapas, de las cuales el ciclo de Krebs es la segunda.  
 
En la primera etapa, que incluye a las vías catabólicas de ácidos grasos y a la glucólisis 
se genera acetil-CoA (2C). Los aminoácidos pueden dar indirectamente acetil CoA , o 
directamente intermediarios del ciclo de Krebs. 
 
 En la tercera etapa el poder reductor aportado por el ciclo de Krebs es drenado hasta el 
oxígeno a través de los transportadores de cadena respiratoria (NADH.H, FADH2, CoQ 
y citocromos) y parte de la energía liberada se emplea en la síntesis de ATP por 
fosforilación oxidativa. 
 
El ciclo de Krebs es una ruta anfibólica: participa en procesos catabólicos y anabólicos. 
El ciclo proporciona α-cetoglutarato y oxalacetato para la síntesis de glutamato y 
aspartato respectivamente, entre otras moléculas fundamentales para la célula. ( Fig1.8.) 
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Fig1.8. Resumen del ciclo de Krebs. Cortesía M. Delgado. 
 
La acetil-CoA generada por los diferentes catabolismos se condensa con el oxalacetato 
y genera citrato. A través de 7 reacciones de oxidación y descarboxilación sucesivas se 
regenera oxalacetato, capaz de iniciar un nuevo ciclo. 
• Reacción 1: condensación del oxalacetato con la acetil CoA. La enzima 
citrato sintasa condensa a la acetil-CoA (2C) con el oxalacetato (4C) para dar 
una molécula de citrato (6C). Como consecuencia de esta condensación se 
libera la coenzima A (HSCoA). La reacción es fuertemente exergónica: es 
irreversible. 
• Reacción 2: isomerización del citrato a isocitrato. La isomerización del 
citrato en isocitrato ocurre por dos reacciones, que se resumen en una. 
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• Reacción 3: oxidación y decarboxilación del isocitrato. El isocitrato es 
sustrato de la isocitrato deshidrogenasa, enzima que tiene como cofactor un 
NAD, que forma parte de la cadena respiratoria. En la reacción 3 se resumen 
dos reacciones a partir de las cuales el isocitrato forma α-cetoglutarato (5C). 
Para lograr ese producto ocurre una decarboxilación, es decir la iberación de 
una molécula de CO2, y la reducción de un NAD que permite la formación de 
3 ATP. 
• Reacción 4: el α-cetoglutarato se transforma en succinil-CoA.	  Este paso 
implica la segunda decarboxilación oxidativa, catalizada por la α-cetoglutarato 
deshidrogenasa, que lleva a la formación de succinil-CoA (4C). El NAD es la 
coenzima de la deshidrogenasa, de manera que se formarán 3 ATP como 
consecuencia de la actividad de cadena respiratoria. 
• Reacción 5: la succinil-CoA rinde succinato y GTP. La succinil-CoA, es un 
tioéster de alta energía con un DG°f de hidrólisis de -33.5 KJ.mol-1 
aproximadamente. La energía liberada por la ruptura de ese enlace se utiliza 
para generar un enlace fosfoanhidro entre un fosfato y un GDP para dar 1GTP 
por fosforilación a nivel de sustrato. En la reacción se libera HSCoA. 
• Reacción 6: el succinato se transforma en fumarato. El succinato es 
oxidado a fumarato por la succinato deshidrogenasa, enzima que tiene como 
cofactor al FAD: se producen 2ATP en la cadena respiratoria. La enzima usa 
FAD porque la energía asociada a la reacción no es suficiente para reducir al 
NAD. 
• Reacción 7: el fumarato se hidrata y genera malato. La fumarasa cataliza la 
adición de agua, es decir la hidratación del fumarato. El producto de la 
reacción es el malato. 
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• Reacción 8: el malato se oxida a oxalacetato. Dada la naturaleza cíclica de la 
vía, las reacciones en su conjunto conducen a la regeneración del oxalacetato. 
La malato deshidrogenasa cataliza la oxidación del malato a oxalacetato, con la 
reducción de un NAD: se forman 3 ATP en la cadena respiratoria. ( Fig 1.9) 
 
La regulación del ciclo hace posible la producción de moléculas de acuerdo a las 
necesidades celulares, y asegura que no ocurra sobre o sub producción en un momento 
dado. La regulación del ciclo se da en diferentes puntos, porque puede alimentarse o 
ser abastecido a través de cualquiera de sus intermediarios. La regulación es compleja 
en comparación con la de vías catabólicas como la glucólisis, y se considerarán 
situaciones de regulación relacionadas al estado energético celular. La regulación de 
las enzimas es por modulación alostérica, por modificación covalente y por 
acumulación de productos. La “lógica” de la regulación se rige principalmente por la 
relación ATP/ADP y NADH.H/NAD, así como por las concentraciones de algunos 
intermediarios del ciclo. Las relaciones entre ATP/ADP y NADH.H/NAD están 
relacionadas entre sí a través de la fosforilación oxidativa que ocurre en la cadena 
respiratoria y ambas son señales del estado energético de la célula. 
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Fig.1.9 Resúmen reacciones Ciclo de Krebs 
 
1.2.3 Vía anaerobia.	  Formación de Lactato. 
Cuando la cantidad de oxígeno disponible para la célula es limitada, como ocurre en el 
músculo durante la actividad intensa, el NADH generado durante la glucólisis no puede 
reoxidarse a tasas comparables en las mitocondrias y con la finalidad de mantener la 
homeostasis, el piruvato es entonces reducido por el NADH para formar lactato,	  
reacción catalizada por la lactato deshidrogenasa. Esta desviación metabólica del 
piruvato mantiene a la glucólisis operativa bajo condiciones anaeróbicas. La reacción 
global de la conversión de glucosa a lactato es: 
                  Glucosa + 2Pi + 2ADP                       2 lactato + 2 ATP + 2 H2O 
                                                                             Lactato DH 
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La enfermedad arterial periférica (EAP) afecta a un 15-20% de los sujetos mayores de 
70 años(19-21), si bien es probable que su prevalencia sea aún mayor si analizamos a 
los sujetos asintomáticos. La prueba diagnóstica realizada en mayor medida para 
analizar a la población asintomática es el índice tobillo-brazo (ITB). En sujetos 
sintomáticos, el ITB < 0,9 tiene una sensibilidad > 95% y una especificidad próxima al 
100% en comparación con la arteriografía(22) Cuando se compara a enfermos con EAP 
con controles de igual edad, la incidencia de mortalidad cardiovascular es del 0,5% en 
controles y del 2,5% en los pacientes con EAP. Además, en los pacientes con 
enfermedad coronaria conocida, la presencia de EAP eleva el riesgo de muerte un 25% 
con respecto a los controles. Por todo esto es importante la búsqueda de la EAP incluso 
en pacientes asintomáticos, para controlar precozmente los factores de riesgo y reducir 
la mortalidad(23). 
 
1.3.2 Factores de riesgo cardiovascular y enfermedad arterial periférica 
 
Los denominados factores de riesgo mayores son los que han sido determinados a partir 
de grandes estudios epidemiológicos y son concordantes con los factores de riesgo para 
enfermedad cerebrovascular y cardiopatía isquémica. Algunos estudios han confirmado 
que los factores de riesgo mayores (diabetes, hipertensión, tabaquismo e hiperlipemia) 
están implicados en un 80-90% de las enfermedades cardiovasculares(23,24) 
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Sexo 
La prevalencia de la EAP, tanto sintomática como asintomática, es mayor en varones 
que en mujeres, sobre todo en la población más joven, ya que en edades muy avanzadas 
prácticamente no se alcanzan diferencias entre ambos grupos. Además, la prevalencia 
en los varones es mayor en los grados de afectación más severa (isquemia crítica). 
 
Edad 
Es el principal marcador de riesgo de EAP. Se estima que la prevalencia de claudicación 
intermitente en el grupo de 60-65 años es del 35%. Sin embargo, en la población 10 
años mayor (70-75 años), la prevalencia se incrementa hasta alcanzar un 70%. 
 
Tabaco 
En algunos estudios se ha encontrado una asociación más fuerte entre el abuso de 
tabaco y la EAP que entre el abuso de tabaco y la cardiopatía isquémica. Además, los 
fumadores más severos no sólo tienen un mayor riesgo de EAP, sino que presentan las 
formas más graves que ocasionan isquemia crítica(25-27). El abandono del tabaco se ha 
acompañado de una reducción en el riesgo de EAP(28) y se ha comprobado que, aunque 
el riesgo de experimentar EAP en ex fumadores es 7 veces mayor que en no fumadores, 
en los fumadores activos es 16 veces más elevado(28). Por otra parte, la permeabilidad 
tanto de los injertos de derivación aortocoronaria venosos como de los protésicos se 
reduce en pacientes fumadores. La tasa de amputaciones y la mortalidad también son 
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Diabetes 
La diabetes es un factor de riesgo no sólo cualitativo, sino cuantitativo, ya que por cada 
aumento del 1% de la hemoglobina glucosilada se produce un incremento del 25% en el 
riesgo de EAP(29). La afectación de vasos distales de las extremidades es típica y, junto 
con la microangiopatía y la neuropatía, que implican una mala respuesta a la infección y 
un trastorno específico de la cicatrización, condicionan un riesgo de amputación hasta 
10 veces superior al de los pacientes no diabéticos. Cabe destacar que en los pacientes 
diabéticos pueden obtenerse valores anormalmente altos de presión en el tobillo y, por 
tanto, falsos negativos en la valoración del ITB. 
 
Hipertensión 
Su importancia como factor de riesgo es inferior a la diabetes o el tabaquismo. No 
obstante, se considera que el riesgo de EAP es el doble en los pacientes hipertensos que 
en los controles. 
 
Dislipemia 
En varios estudios epidemiológicos se ha demostrado que la elevación del colesterol 
total y el colesterol unido a lipoproteínas de baja densidad (cLDL) y el descenso del 
colesterol unido a lipoproteínas de alta densidad (cHDL) se asocian con una mayor 
mortalidad cardiovascular. Factores de riesgo independientes para el desarrollo de EAP 
son el colesterol total, el cLDL, los triglicéridos y la lipoproteína (a). En el estudio de 
Framingham se comprobó que el cociente colesterol total/cHDL fue el mejor predictor 
de EAP. Se ha comprobado que el tratamiento de la hiperlipemia reduce la progresión 
de la EAP y el desarrollo de isquemia crítica. 
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Hiperhomocisteinemia 
Las alteraciones en el metabolismo de la homocisteína constituyen un importante riesgo 
de arterosclerosis y, en especial, de EAP(30). Hasta un 30% de los pacientes jóvenes 
con EAP presenta hiperhomocisteinemia. El mecanismo de acción podría ser doble: por 




Los valores de proteína C reactiva (PCR) en los pacientes con EAP establecida se han 
mostrado como un marcador de riesgo de futuros eventos cardiovasculares. El riesgo de 
infarto de miocardio durante el seguimiento de los pacientes con EAP avanzada 
susceptibles de tratamiento quirúrgico parece estar condicionado por los valores 
elevados de PCR prequirúrgicos, con independencia de la presencia de los factores 
clásicamente considerados de riesgo cardiovascular o del antecedente clínico de 
cardiopatía isquémica(31). Los valores de fibrinógeno y las alteraciones en las 
propiedades hemorreológicas de la sangre también se han asociado con una mayor 
prevalencia de arteriopatía periférica. Algunos estudios han mostrado que las 
concentraciones elevadas de fibrinógeno condicionan una alteración de la 




Se entiende como isquemia arterial periférica al conjunto de cuadros sindrómicos, 
agudos o crónicos, generalmente derivados de la presencia de una enfermedad arterial 
oclusiva, que condiciona un insuficiente flujo sanguíneo a las extremidades. En la gran 
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mayoría de las ocasiones, el proceso patológico subyacente es la enfermedad 
arteriosclerótica, y afecta preferentemente a la vascularización de las extremidades 
inferiores, por lo que nos referiremos a esta localización. 
Desde el punto de vista fisiopatológico, la isquemia de los miembros inferiores puede 
clasificarse en funcional y crítica. La isquemia funcional ocurre cuando el flujo 
sanguíneo es normal en reposo pero insuficiente durante el ejercicio, manifestándose 
clínicamente como claudicación intermitente. La isquemia crítica se produce cuando la 
reducción del flujo sanguíneo ocasiona un déficit de perfusión en reposo y se define por 
la presencia de dolor en reposo o lesiones tróficas en la extremidad. En estas 
circunstancias, el diagnóstico preciso es fundamental, ya que hay un claro riesgo de 
pérdida de extremidad si no se restablece un flujo sanguíneo adecuado, mediante cirugía 
o tratamiento endovascular. Diferenciar ambos conceptos es importante para establecer 
la indicación terapéutica y el pronóstico de los pacientes con EAP. 
El grado de afectación clínica dependerá de dos factores: la evolución cronológica del 
proceso (agudo o crónico) y la localización y la extensión de la enfermedad (afectación 
de uno o varios sectores). 
 
Evolución cronológica 
El mecanismo fisopatológico por el que se desarrolla la isquemia arterial se basa en la 
presencia de estenosis arteriales que progresan en su historia natural hasta provocar una 
oclusión arterial completa. Ello se traduce en un mayor o menor grado de desarrollo de 
las vías colaterales de suplencia. Cuando el desajuste entre las necesidades de los tejidos 
periféricos y el aporte de sangre se produce de manera más o menos abrupta (placa de 
alto riesgo), estaremos ante un cuadro de isquemia aguda de origen trombótico. Se han 
podido detectar diferencias en el comportamiento de la placa ateromatosa en relación 
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con la localización anatómica. Las placas de alto riesgo de las arterias de las 
extremidades inferiores son muy estenóticas y fibrosas(32). Dicha estenosis, asociada 
con un estado de hipercoagulabilidad, contribuye de manera decisiva al desarrollo de 
eventos agudos. Este tipo de placas contrasta claramente con las lesiones presentes en 
las arterias coronarias, que con frecuencia están compuestas por un gran núcleo lipídico 
extracelular y un gran número de células espumosas, recubierto por una fina cubierta 
fibrosa susceptible de rotura(33). En esta situación, la vulnerabilidad de la placa en los 
puntos más frágiles (mayor número de células espumosas y capa fibrosa más delgada) 
es la causa de los eventos agudos. 
Cuando se produce la rotura de la placa, tiene lugar una trombosis que oblitera la luz 
vascular, desencadenando los cuadros agudos. Debido a que, con frecuencia, antes de la 
rotura de la placa se ha neoformado circulación colateral, la clínica de la isquemia 
aguda es mejor tolerada que la que acontece cuando el cuadro de base de la isquemia 
aguda es de origen embólico. 
 
Extensión de la enfermedad 
La manifestación clínica de la EAP dependerá de manera decisiva del número de 
territorios afectados. Es frecuente que los sujetos con una vida sedentaria y afectación 
arterial en una única zona estén asintomáticos u oligosintomáticos. El lado contrario del 
espectro estaría formado por los individuos que presentan una enfermedad en varias 
localizaciones, en los que es frecuente la isquemia crítica. 
 
Correlación fisiopatológica-evolución de la enfermedad 
En la mayoría de las ocasiones, la evolución clínica de la EAP es bastante estable 
debido al desarrollo de circulación colateral, a la adaptación metabólica de las masas 
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musculares implicadas y al uso, muchas veces inconsciente, de grupos musculares no 
isquémicos. Se estima que sólo un 25% de los pacientes con claudicación experimentará 
un empeoramiento y evolucionará hacia la isquemia crítica, lo que suele ocurrir con más 
frecuencia después del primer año de diagnóstico(34). Si se excluye a los pacientes 
diabéticos, aún es menos frecuente que la EAP condicione la pérdida de la extremidad. 
En el estudio de Framingham (35) se encontró que menos de un 2% de los pacientes con 
EAP requirieron una amputación mayor. En pacientes con claudicación, el mejor 
predictor de progresión de enfermedad es el ITB. Los pacientes con un ITB < 0,5 tienen 
un riesgo dos veces superior de precisar una cirugía de revascularización o una 
amputación mayor, frente a los pacientes con ITB > 0,5. La presión arterial sistólica 
(PAS) medida en el tobillo también es un factor predictivo de progresión de la 
enfermedad que es mayor para los pacientes con valores < 50 mmHg. Sin embargo, hay 
que reseñar que los pacientes con diabetes, por su elevada prevalencia de calcificación 
en los vasos distales, pueden presentar valores de PAS anormalmente elevados en la 
zona maleolar, con índices incluso superiores a la unidad en presencia de EAP, por lo 
que estos dos parámetros tienen una validez limitada en la evaluación no invasiva. 
Probablemente, uno de los aspectos más importantes en la valoración de los pacientes 
con EAP sea la identificación de los casos con un mayor riesgo de evolucionar a 
isquemia crítica y, por lo tanto, de perder la extremidad. En este sentido, es preciso 
remarcar que la presencia de varios factores de riesgo cardiovascular actúa de forma 
sinérgica, multiplicando el riesgo de pérdida de extremidad (36, 37). Cuando se analizan 
de forma individual se ha podido comprobar que la diabetes mellitus multiplica por 4 el 
riesgo de isquemia crítica, el tabaquismo lo hace por 3 y un ITB < 0,5 lo incrementa en 
2,5 veces. Por ello, es de la mayor importancia realizar un diagnóstico lo más precoz 
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posible de la arteriopatía para iniciar una terapia de modificación de los factores de 
riesgo y, así, reducir el riesgo de progresión de la enfermedad. 
 
1.3.4 Enfermedad vascular coexistente con la enfermedad arterial periférica 
La práctica clínica demuestra la afectación multisistémica de la enfermedad vascular y 
es frecuente comprobar la presencia de una enfermedad coronaria o cerebrovascular en 
los pacientes con enfermedad vascular. Diferentes estudios epidemiológicos han 
mostrado que hasta un 50% de los pacientes con EAP presenta síntomas de enfermedad 
cerebrovascular o cardiológica. En el estudio PARTNERS (38), del total de pacientes en 
los que se realizó el cribado de enfermedad vascular, sólo un 13% presentaba una EAP 
aislada, sin otra manifestación de enfermedad cardiovascular. En el 32% de los 
pacientes coexistía bien enfermedad coronaria, bien enfermedad cerebrovascular, y un 
24% tenía afectación de los 3 territorios. Por otro lado, la principal causa de muerte 
tardía en los pacientes con EAP es la cardiopatía isquémica (hasta un 50% de las 
muertes en pacientes con EAP). A la inversa, la prevalencia de EAP en los pacientes 
diagnosticados de enfermedad coronaria llega a ser del 30%. En este grupo de pacientes, 
la mortalidad es 2,5 veces superior que la del grupo sin síntomas clínicos de EAP. 
La asociación entre EAP e isquemia cerebrovascular no es tan prevalente como ocurre 
con la enfermedad coronaria. En algunos estudios en los que se analiza la presencia de 
estenosis carotídeas mediante estudio con eco-Doppler en los pacientes con EAP se ha 
mostrado una prevalencia de lesiones en esta localización de hasta el 50%. Sin embargo, 
sólo un 5% de los pacientes con EAP presentará un evento neurológico. 
Por último, desde el punto de vista epidemiológico, es muy interesante la relación 
existente entre la afectación del ITB y la presencia de enfermedad vascular en otros 
territorios. Las variaciones en el ITB se han correlacionado con la gravedad y la 
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extensión de la enfermedad coronaria, así como con el índice íntima-media carotídeo. 
En estudios poblacionales se ha mostrado que por cada descenso de 0,1 en el ITB se 
produce una elevación del 10% en el riesgo de presentar un evento vascular mayor (39). 
 
1.3.5 Clasificación 
La sintomatología de los pacientes con isquemia  arterial de las extremidades provocada 
por arteriopatía crónica se estratifica según la clasificación de Leriche-Fontaine . Esta 
clasificación agrupa a los pacientes que representan una isquemia arterial progresiva, en 
4 estadios, y tiene valor pronóstico, por lo que es muy útil para la indicación de 
tratamiento. 
El estadio I se caracteriza por la ausencia de síntomas. Incluye a los pacientes con 
enfermedad arterial pero sin repercusión clínica. Esto no debe asociarse con el hecho de 
una evolución benigna de la enfermedad. Es evidente que los pacientes con una lesión 
arterial oclusiva extensa en los miembros inferiores, con un hábito sedentario o 
incapacitados por una enfermedad osteoarticular o neurológica, no presentarán clínica 
de insuficiencia arterial. En estas situaciones, los pacientes pueden pasar a presentar una 
isquemia crítica, desde un estadio asintomático. 
El estadio II se caracteriza por la presencia de claudicación intermitente. A su vez se 
divide en dos grupos. El estadio IIa incluye a los pacientes con claudicación no 
invalidante o a distancias largas. El estadio IIb se refiere a los pacientes con 
claudicaciones corta o invalidante para las actividades habituales. 
La claudicación intermitente típica de los pacientes con EAP se define como la 
aparición de dolor en masas musculares provocado por la deambulación y que cede 
inmediatamente tras cesar el ejercicio. Debe reseñarse que el dolor se presenta siempre 
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en los mismos grupos musculares y tras recorrer una distancia similar, siempre que se 
mantenga la misma pendiente y velocidad de la marcha. 
Una gran cantidad de pacientes refiere una sintomatología dolorosa en las extremidades 
en relación con la deambulación, pero no con la presencia de enfermedad arterial. 
Muchos de ellos tienen enfermedad muscular, osteoarticular o neurológica, y en 
ocasiones alguna de ellas coexiste con una enfermedad arterial obstructiva. En estas 
situaciones es de la mayor importancia establecer un correcto diagnóstico diferencial, 
que inicialmente será clínico y con posterioridad se confirmará con estudios no 
invasivos. En este sentido, la clínica de estos pacientes suele referirse a dolores 
articulares, en relación con el ejercicio, pero también durante la movilización pasiva de 
la extremidad. Cuando los síntomas se refieren a dolores musculares, éstos no suelen 
presentarse de forma sistemática en la misma localización, y en muchas ocasiones no se 
localizan en grupos musculares implicados en la marcha (glúteos, cuádriceps y 
gemelos). En estas claudicaciones no vasculares, el perímetro de marcha es muy 
variable incluso a lo largo del día. Por otro lado, el dolor no cede simplemente al 
detener la marcha, sino que el paciente precisa sentarse, acostarse o adoptar posturas 
especiales, y la sintomatología desaparece habitualmente tras un período de reposo 
mucho más largo que en la claudicación vascular. 
El grupo muscular afectado durante la marcha tiene utilidad para conocer la localización 
de la lesión oclusiva. Aunque la mayoría de los pacientes referirá claudicación gemelar, 
la presencia de claudicación en las masas musculares glúteas o del muslo puede indicar 
la presencia de una enfermedad en el eje iliaco. La claudicación por enfermedad 
femoropoplítea se localiza de manera característica en las masas gemelares, y las 
oclusiones infrapoplíteas pueden manifestarse únicamente como claudicación en la 
planta del pie . 
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El estadio III constituye una fase de isquemia más avanzada y se caracteriza por 
presentar sintomatología en reposo. El síntoma predominante suele ser el dolor, aunque 
es frecuente que el paciente refiera parestesias e hipoestesia, habitualmente en el antepié 
y en los dedos del pie. Las parestesias en reposo pueden ser indistinguibles de las 
debidas a neuropatía diabética, si bien en este último caso suelen ser bilaterales, 
simétricas y con distribución «en calcetín». Una característica de este dolor es que 
mejora en reposo cuando el paciente coloca la extremidad en declive, por lo que muchos 
sacan la pierna de la cama o duermen en un sillón. Ésta es la causa de la aparición de 
edema distal en la extremidad debido al declive continuado. En el estadio III el paciente 
suele tener la extremidad fría y con un grado variable de palidez. Sin embargo, algunos 
pacientes con isquemia más intensa presentan una eritrosis del pie con el declive debido 
a vasodilatación cutánea extrema que se ha denominado lobster foot. 
El estadio IV se caracteriza por la presencia de lesiones tróficas y es debido a la 
reducción crítica de la presión de perfusión distal, inadecuada para mantener el trofismo 
de los tejidos. Estas lesiones se localizan en las zonas más distales de la extremidad, 
habitualmente los dedos, aunque en ocasiones pueden presentarse en el maléolo o el 
talón. Suelen ser muy dolorosas, salvo en los pacientes diabéticos si hay una neuropatía 
asociada, y muy susceptibles a la infección. 
 
La exploración básica del sistema arterial se basa en la valoración de la presencia de 
pulsos, que en la extremidad inferior incluirá la búsqueda en las arterias femoral, 
poplítea, pedia y tibial posterior. En caso de enfermedad oclusiva aortoiliaca, será 
evidente una disminución de todos los pulsos en la extremidad o una ausencia completa 
de éstos. En el caso de una enfermedad femoropoplítea, el pulso femoral estará 
presente, pero estará ausente en las arterias poplíteas y distales. La auscultación del 
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abdomen identificará la presencia de soplos, que serán indicativos de enfermedad en la 
aorta o las arterias iliacas. La auscultación de la región inguinal puede poner de 
manifiesto la existencia de lesiones en la iliaca externa o la bifurcación femoral. 
También es importante la evaluación de la temperatura, la coloración y el trofismo del 
pie. En los pacientes con claudicación no suele apreciarse una disminución en la 
temperatura o el relleno capilar. Sin embargo, la disminución de la temperatura y la 
palidez, con o sin cianosis o eritrosis de declive, son habituales en los pacientes con 
isquemia crítica. Por último, no debe olvidarse la exploración clínica de los miembros 
superiores y la auscultación cervical por la gran prevalencia de lesiones carotídeas o de 





La prostaglandina E1 (PGE1 ) se utiliza en el tratamiento sintomático de la arteriopatía 
oclusiva arterioesclerótica de miembros inferiores en estadios III y IV de Leriche-
Fontaine, excluyendo los pacientes candidatos a amputación. 
 
1.4.1 Farmacología 
1.4.1 Propiedades Farmacocinéticas: 
 El alprostadil es una sustancia endógena con una vida media extremadamente corta. 
Tras la infusión intravenosa de 60 µg de SUGIRAN®/ 2 h en voluntarios sanos se 
detectaron concentraciones plasmáticas máximas de 5pg/ml por encima de los valores 
basales (valor basal 2-3 pg/ml). Tras cesar la infusión, las concentraciones plasmáticas 
vuelven a los valores basales en un tiempo estimado de 10 segundos. Debido a la breve 
 	   67	  
vida media, el estado de equilibrio de las concentraciones plasmáticas se alcanza 
rápidamente tras el comienzo de la infusión. 
Como resultado de la biotransformación, se detectan en plasma 13,14-dihidro-
alprostadil (PGE0) y 15-keto-PGE0 (13,14-dihidro-15-keto-PGE1). 
Tras la infusión intravenosa de 60 µg / 2 horas se detectan en plasma niveles de PGE0 
de 12 pg/ml por encima de los valores basales (valor basal:1-2 µg /ml). Los niveles 
plasmáticos de 15-keto-PGE0 fueron de 150 pg/ml por encima del valor basal de 8 
pg/ml. 
Las vidas medias fueron de 1 minuto (fase α) y 30 minutos (fase ß) para la PGE0 y de 1 
minuto y 16 minutos respectivamente para la 15-keto-PGE0. 
El alprostadil sufre biotransformación predominantemente en los pulmones. Durante el 
primer paso por los pulmones el 60-90% es metabolizado. Los principales metabolitos 
(15-keto-PGE1, PGE0 y 15-keto-PGE0) se producen por oxidación enzimática del 
grupo C15-OH seguida de una reducción del doble enlace C13,14. 
El 15-keto-PGE1 solamente se ha podido detectar en preparaciones in vitro de 
homogeneizado de pulmón, mientras que PGE0 y 15-keto-PGE0 se han encontrado en 
el plasma. 
Tras la degradación por ß-oxidación y ω-oxidación, los principales metabolitos se 
eliminan por orina (88%) y por heces (12%) en 72 horas.  
Tras la infusión, es rápidamente metabolizado, principalmente a nivel pulmonar (un 60-
90% se metaboliza durante el primer paso por pulmones), careciendo sus metabolitos de 
actividad farmacológica, siendo eliminados mayoritariamente con la orina (88%) y el 
12% restante por heces. Su semivida de eliminación es de 5 min (aumenta en 
insuficiencia respiratoria grave). Su unión a proteínas plasmáticas es del 93%.	   de la 
PGE1 . 
 	   68	  
La α-ciclodextrina tiene una vida media de alrededor de 7 minutos. Se elimina de forma 
inalterada por vía renal.(40) 
 
1.4.2   Mecanismo de acción	  
1.4.2.1 Propiedades farmacodinámicas 
 La prostaglandina E1 (alprostadil) tiene propiedades hemodinámicas y acción 
antiagregante plaquetaria que fundamentan su uso en el tratamiento de la enfermedad 
vascular periférica severa. 
 
Efecto sobre la musculatura vascular lisa: 
Tras la administración de PGE1 por vía intraarterial a dosis de 0,1 ng/Kg/min, se ha 
observado un aumento del flujo sanguíneo en el músculo tibial anterior de pacientes con 
oclusión arterial crónica. 
En pacientes con oclusión arterial crónica, la infusión intravenosa de PGE1 a dosis de 5-
8 ng/Kg/min produce un incremento del flujo a nivel de la arteria pedia y tibial 
posterior.(40) 
 
Efecto inhibidor de la agregación plaquetaria: 
La prostaglandina E1 inhibe la agregación plaquetaria humana causada por varios 
coagulantes. 
In vitro, la concentración inhibitoria 50 de la PGE1 sobre la agregación inducida por 
ADP trombina y colágeno fue de 19, 3 y 61 ng/ml, respectivamente. 
En pacientes con oclusión arterial periférica, la infusión intraarterial de PGE1 a dosis 
de 0,1-1 ng/Kg/min inhibe la agregabilidad plaquetaria de la sangre venosa local. 
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En pacientes con enfermedad arterial oclusiva crónica, la infusión intravenosa de PGE1 
a dosis de 5-10 ng/kg/min inhibe la agregabilidad plaquetaria.	   
Alprostadil, administrado por infusión intraarterial o intravenosa continua, dilata el 
ductus arterioso en recién nacidos. En el 74% de 238 niños con defectos congénitos, que 
disminuían el flujo circulatorio sanguíneo pulmonar o sistémico, se obtuvo un 
incremento de la circulación sanguínea a través del ductus arterioso. 
Alprostadil incrementó en promedio la presión arterial de oxígeno (PO2 ) a 14,02 mm 
Hg y un 23% la saturación de oxígeno en niños con defectos congénitos que disminuían 
la circulación pulmonar sanguínea. La relación entre presión sanguínea de arteria 
pulmonar y aórtica, disminuye durante la infusión de Alprostadil en el 87% de los 
recién nacidos con defectos congénitos que restringían la circulación sanguínea 
sistémica. La presión sanguínea sistémica y el pH sanguíneo son incrementados. 
Su mecanismo de acción no está determinado, pero Alprostadil posiblemente ayuda a 
mantener la apertura del ductus mediante disminución del tono del músculo liso del 
ductus. 
En animales de laboratorio y en humanos, dosis elevadas de prostaglandinas pueden 
disminuir la presión sanguínea, probablemente por un efecto miorrelajante de la 
musculatura lisa del sistema vascular; este efecto no ha sido clínicamente significativo 
con las dosis de Alprostadil utilizadas para mantener la apertura del ductus. 
Alprostadil puede también elevar la temperatura corporal. 
En el tratamiento del conducto arterioso persistente, mantiene abierto el conducto al 
relajar sus músculos lisos, es sólo efectivo antes de que tenga lugar por completo el 
cierre anatómico del conducto arterioso. 
 La administración de alprostadil en neonatos con defectos congénitos cianóticos 
cardíacos (flujo pulmonar reducido) ocasiona aumento del flujo de sangre pulmonar con 
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el correspondiente aumento de la presión parcial arterial de oxígeno (PaO2) y de la 
saturación de O2. La respuesta del neonato cianótico al tratamiento con alprostadil está 
inversamente relacionada con la PaO2 inicial. Las mejores respuestas aparecen en los 
neonatos mediante valores más bajos de la PaO2 (< 20 Torr) y con menos de 4 días de 
edad. Los neonatos con PaO2 de 40 Torr o más usualmente muestran mala respuesta al 
alprostadil; los que presentan restricciones en el flujo sistémico, la administración de 
alprostadil previene o corrige la acidemia, aumenta el gasto cardíaco, aumenta el flujo y 
la función renales y, en general, mejora todos los parámetros hemodinámicos. 
En la impotencia, el alprostadil relaja los músculos lisos del cuerpo cavernoso, al 
parecer aumenta las concentraciones intracelulares de AMP-cíclico. Interacciona con 
receptores de membrana que estimulan la adenilatociclasa que aumentan los niveles 
intracelulares de AMP-cíclico y activa la proteína quinasa, lo cual implica relajación 
muscular; también antagoniza los efectos vasoconstrictores de la norepinefrina, 
previene la liberación neuronal de este transmisor y exalta los efectos de los 
neurotransmisores vasodilatadores no adrenérgicos y no colinérgicos. En la impotencia 
induce la erección, relajando el músculo trabecular y dilatando las arterias cavernosas y 
sus ramas; esta dilatación está acompañada por aumento del flujo arterial, al mismo 
tiempo que se incrementa la resistencia venosa de retorno. Como resultado, los espacios 
lagunares se expanden y se llenan de sangre, por lo que queda atrapada por la 
compresión de las venas contra la túnica albugínea. El alprostadil no interfiere 
directamente con la eyaculación o el orgasmo.  
 
1.5 PROTEÓMICA 
La proteómica es una técnica que permite el estudio a gran escala de las proteínas de 
una muestra, constituyendo uno de los más útiles y potentes métodos de separación de 
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proteínas que existe actualmente. El término proteómica fue introducido por Marc R. 
Wilkins para hacer referencia al conjunto de proteínas identificadas mediante 2-DE en 
una muestra biológica compleja en un momento determinado(41). La tecnología 
utilizada para la separación de las proteínas es relativamente reciente: en la década de 
los 70 la electroforesis en dos dimensiones se utilizaba como una potente herramienta 
para la separación y cuantificación de proteínas(42). Su alta resolución, su sensibilidad 
y reproducibilidad hicieron a esta técnica cada vez más popular en la década de los 80, 
principalmente tras la aparición de las membranas PVDF (del inglés polyvinylidene 
difluoride) (43) y la creación de la primera base de datos para geles bidimensionales. 
Posteriormente, con la aparición y mejora de diversos métodos de preparación y 
extracción de proteínas de la muestra, así como de las distintas herramientas de 
secuenciación (método de secuenciación EDMAN (44), comenzó a tener una mayor 
importancia como método de análisis de las proteínas presentes en los distintos tipos de 
muestras.  
 
El proteoma de un organismo es el conjunto de proteínas complementarias del genoma 
funcional. El proteoma en altamente dinámico, varía acorde al tipo de célula y su estado 
funcional y puede reflejar cambios inmediatos y característicos en respuesta a 
determinadas enfermedades o estímulos externos. Este conjunto de proteínas presentes 
en un fluido corporal, un tejido o un organismo en realidad es un subconjunto de todos 
los posibles productos del genoma  en un momento dado, por lo que el proteoma no 
puede predecirse directamente a partir de la información estática del genoma. Una 
proteína puede existir en múltiples formas según modificaciones postraduccionales o 
procesos de degradación que modifican la estructura de la misma, su localización, 
función y recambio (Fig. 1.10). 







Figura 1.10. Esquema en el que se muestran los diferentes pasos en la expresión de 
proteínas y su variabilidad. 
 
Las proteínas desempeñan un papel fundamental para la vida y son las biomoléculas 
más versátiles y más diversas.  Se considera que en el ser humano hay entre seis y siete 
veces más proteínas que genes (entre 200.000 y 250.000 proteínas). Las proteínas, a 
diferencia de los genes, tienen una complejidad y variabilidad mayores. Dado que 
poseen una función estructural, enzimática, inmunológica, contráctil, homeostática, 
transductora de señales, etc, son indispensables para todas las funciones biológicas. Por 
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ello, la investigación centrada en estos productos derivados del genoma, modificables 
en condiciones de enfermedad, es fundamental y probablemente nos permitirá entender 
la fisiopatología de enfermedades tan prevalentes como la arteriosclerosis.  
 
En el momento actual nos encontramos en la era postgenómica, en la que la proteómica 
va a contribuir al entendimiento de la función de los genes(45). Precisamente porque 
frecuentemente es difícil predecir la función de una proteína basándose en la homología 
con otras proteínas, e incluso su estructura tridimensional, la determinación de los 
componentes de un complejo proteico o de una estructura celular es primordial en el 
análisis funcional. En este sentido, la proteómica es la tecnología más prometedora para 
avanzar en este área de interés. La integración genómica-proteómica permitirá 
comprender los mecanismos implicados en la aparición y desarrollo  de una 
enfermedad.  
 
Se estima que el genoma humano contiene entre 20.000 y 25.000 genes codificantes de 
proteínas, número muy inferior a las estimaciones iniciales. Sin embargo, las células 
humanas recurren ampliamente al splicing y a las modificaciones postraducionales para 
producir varias proteínas distintas a partir de un único gen (46- 48),. De forma práctica, 
el genoma tan solo porta la información necesaria para una expresión perfectamente 
coordinada y regulada del conjunto de proteínas que conforman el proteoma. Mientras 
que el genoma es relativamente constante (incluso podría considerarse un componente 
estático de la célula), el proteoma está continuamente cambiando, muchas veces 
simplemente por la interacción del genoma con el entorno. Todas estas modificaciones 
y otros cambios secundarios a estímulos ambientales (enfermedades, fármacos…) 
condicionan el desarrollo de diferentes mapas de expresión proteica, o lo que es lo 
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mismo, diferentes fenotipos (Fig. 1.10), que, a su vez, proporcionan una gran diversidad 
y diferente susceptibilidad a determinadas enfermedades. 
 
La proteómica utiliza la combinación de diferentes técnicas sofisticadas, incluyendo la 
2-DE en gel de poliacrilamida, análisis de imagen, espectrometría de masas, 
secuenciación de aminoácidos y bioinformática para separar, identificar y caracterizar 
las proteínas (49). Con todo ello, la proteómica permite la obtención de una información 
cualitativa y cuantitativa: es posible determinar la existencia o no de una proteína y, 
además, cambios cuantitativos en su expresión comparando los resultados en la muestra 
basal y tras un estímulo o condición patológica, por ejemplo. Otra ventaja de esta 
técnica es la capacidad de detectar las distintas isoformas de una misma proteína 
(derivadas de las distintas modificaciones bioquímicas postraduccionales), circunstancia 
que no es posible utilizando el resto de técnicas de análisis e identificación de proteínas. 
Este punto es de gran importancia, ya que es posible que las isoformas de una 
determinada proteína tengan propiedades funcionales distintas a las de la proteína 
original. 
 
La proteómica, sin embargo, va más allá de la mera catalogación de proteínas, 
pretendiendo establecer, en último término, su estructura, actividad biológica, modo de 
acción, localización celular, modificaciones postraduccionales e interacción con otras 
proteínas o moléculas. De esta manera, la comprensión de las situaciones fisiológicas 
nos permiten acercarnos al conocimiento de las condiciones patológicas. Desde un 
punto de vista práctico son muchas las aplicaciones que se pueden vislumbrar en 
diversos terrenos científicos y biotecnológicos, pero la aplicación más llamativa (y con 
más impacto comercial) es el descubrimiento de fármacos, el diagnóstico molecular y la 
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medicina personalizada. De hecho, este aspecto de la proteómica está haciendo que la 
industria  farmacéutica invierta grandes cantidades en el desarrollo de esta metodología 
y se esté avanzando rápidamente. Finalmente, se buscará construir un completo mapa 
tridimensional celular, con la localización de cada proteína y los procesos o cambios a 
los que pueden verse sometidas, ayudándonos todo ello a la mejor comprensión de los 
mecanismos moleculares implicados en cualquier proceso metabólico o patológico. 
 
1.5.1 Fundamentos de la técnica 
 
La electroforesis bidimensional (2-DE, del inglés 2-dimensional electrophoresis) es la 
base fundamental para desarrollar los mapas de expresión proteica. A pesar de que el 
nombre sugiere que se trata de un proceso de dos pasos, en realidad es algo más 
complejo e, incluso, pueden considerarse hasta cinco pasos: 1, la preparación de la 
muestra para la primera separación; 2, la primera separación de la muestra; 3, la 
interfase entre la primera y segunda separación; 4, la segunda separación; 5, la 
detección de proteínas. Esta técnica nos permite separar las proteínas de cualquier 
muestra en dos dimensiones, el peso molecular (tamaño) y el punto isoeléctrico (pH en 
el cual la carga neta de la proteína es cero), lo que dará lugar a un mapa de expresión 
proteica en el que cada proteína (y sus isoformas) estarán distribuidas en la coordenada 
formada por las dos variables de separación. En principio, esta coordenada será única 
para cada proteína, por lo que puede considerarse como el documento de identidad de la 
misma (50). El concepto básico de la técnica se esquematiza en la Figura 1.11. 
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Figura 1.11. Esquema del principio de la electroforesis bidimensional.  
 
El proceso comienza con la extracción de las proteínas desde la muestra biológica. 
Dicha muestra es separada en dos dimensiones, primero por punto isoeléctrico y 
segundo por peso molecular.  
 
 Generalmente, el orden de separación es primero por el punto isoeléctrico y 
posteriormente por el peso molecular. Sin embargo, este esquema de actuación no es 
obligatorio, y se han publicado trabajos con el orden inverso(51,52). Realmente, el 
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orden clásico es el que casi exclusivamente se realiza, tanto por motivos económicos (la 
segunda y mayor separación es mejor que sea la más barata, como lo es la electroforesis 
SDS) y por razones técnicas, ya que los geles SDS de electroforesis son mucho más 
fáciles de teñir que los isoeléctricos y de manejar en las técnicas de análisis (53). 
 
Esta técnica posibilita la identificación de proteínas que hayan sufrido algún tipo de 
modificación postraduccional, ya que cuando una proteína sufre una modificación 
postraduccional (fosforilación, glicosilación, etc.) ésta suele conferirle un cambio tanto 
de carga como de peso molecular. Los cambios que ocurren tras la traducción son, por 
tanto, reflejados en el mapa proteico, apareciendo la proteína en una localización 
distinta a la normal.  
 
1.5.1.1. Preparación de las muestras 
 
La situación ideal consiste en solubilizar todas las proteínas de la muestra, sin ninguna 
modificación añadida durante todo el proceso y eliminando otros componentes 
biológicos que puedan interferir en la separación de las proteínas. La carga de proteínas 
que contiene la muestra no debe alterarse en ningún momento, por lo que se deben 
utilizar sustancias químicas no cargadas que desnaturalicen las proteínas y las 
mantengan en solución (54). Por razones prácticas, como constituye una mínima 
interferencia con los geles que contienen el SDS unido a las proteínas y una mínima 
interferencia con los métodos de ensayo, el detergente CHAPS es de los más utilizados 
(55). 
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 Otro punto de gran importancia es que para conseguir el punto isoeléctrico se 
requieren campos eléctricos de gran fuerza. Dado que la carga de las proteínas 
constantemente va disminuyendo hasta alcanzar el punto isoeléctrico, se requieren estos 
campos potentes para que en los últimos milímetros las proteínas migren a una 
velocidad decente. De hecho, es muy común utilizar hasta 170 V/cm en el punto 
isoeléctrico, números mucho mayores que los empleados en la electroforesis SDS (15 
V/cm). En contrapartida, la utilización de estos campos de gran fuerza obliga a trabajar 
con muy bajas fuerzas iónicas, por el calentamiento. 
 
1.5.1.2. Primera dimensión 
 
En comparación con la fase de preparación de las muestras, la separación por punto 
isoeléctrico en la primera dimensión generalmente es más sencilla. Para esta fase se 
utilizan tiras de gel de poliacrilamida con un gradiente de pH inmovilizado (IPG, del 
inglés Isoelectric Phocusing Gradient). La introducción de los IPG por Bjellqvist et al 
(56) tuvo un impacto significativo en la primera dimensión de la electroforesis para 
separar mezclas complejas en un amplio rango de pH. Estos geles permiten una 
formación estable y reproducible de gradientes de pH capaz de focalizar proteínas 
ácidas y básicas en un único gel (57).  
 
En la primera dimensión se aplica una corriente eléctrica que consigue que las proteínas 
presentes en el extracto migren a lo largo de la tira IPG y se distribuyan por toda su 
longitud hasta alcanzar su punto isoeléctrico, es decir, el punto donde su carga neta sea 
cero, y en ese momento se detienen. Así pues, en la primera dimensión las proteínas se 
separan según carga (Fig. 1.11). 
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1.5.1.3. Segunda dimensión 
 
La segunda dimensión se realiza sobre geles SDS-PAGE (del inglés sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) para la separación de las proteínas en 
función de su peso molecular (Fig. 1.11). El SDS es un detergente aniónico utilizado 
para alinear las proteínas y aplicar una carga negativa a cada proteína proporcional a su 
masa. La realización de esta segunda dimensión aporta la identificación de nuevas 
proteínas y, además, la medición de la abundancia relativa comparando entre diferentes 
muestras. 
 
1.5.1.4. Detección de las proteínas 
 
Una vez realizada la segunda dimensión, las proteínas presentes en el gel deben 
visualizarse para poder cuantificarlas y analizarlas. Existen distintos tipos de tinción del 
gel que, fundamentalmente, se diferencian según la sensibilidad para la detección de 
proteínas. Destacan la tinción con azul Coomassie, la tinción radiactiva, la  fluorescente 
y, por último, la tinción con nitrato de plata.  Los métodos más empleados son la tinción 
con plata y con el azul de Coomassie (58), en especial la primera por su sensibilidad 
(59,60), su durabilidad en el tiempo y la buena calidad de imagen que ofrece. Además, 
este tipo de tinción es compatible con el análisis por espectrometría de masas. Sin 
embargo, el método más recomendado de tinción para realizar la identificación de las 
proteínas mediante espectrometría de masas es el azul de Coomassie, ya que, a pesar de 
su moderada sensibilidad, tiene buena homogeneidad y la compatibilidad con la 
espectrometría es excelente (61).  
 
 	   80	  
1.5.2. Análisis de la imagen 
 
Una vez obtenido el gel bidimensional o mapa de expresión proteica hay que analizar la 
imagen. Actualmente poseemos programas informáticos (PD-QUEST, MELANIE, etc.) 
que facilitan mucho el estudio de este tipo de imágenes. De hecho, este software realiza 
un análisis completo de los mapas de expresión proteica y permite una posterior 
comparación entre diferentes mapas. Adicionalmente, existe la posibilidad de realizar 
comparaciones visuales con mapas proteómicos integrados en bases de datos 
disponibles en internet. En este sentido, la base de datos suiza Swiss-Prot 
(http//:www.expasy.ch) es una de las más conocidas y empleadas (Fig. 1.12). 
 
 
Figura 1.12. Ejemplo de ventanas utilizando la base de datos Swiss-Prot. 
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Para el análisis cuantitativo de las diferentes proteínas del mapa proteómico disponemos 
de otras herramientas informáticas que facilitan la detección de variaciones en la 
expresión de las proteínas, siendo de especial utilidad en estudios patológicos. Un 
ejemplo es el programa denominado QUANTITY-ONE (Bio-Rad Laboratories). 
 
1.5.3. Espectrometría de masas 
 
La aplicación de la espectrometría de masas (MS) para el análisis cuantitativo y 
cualitativo del proteoma derivado de muestras complejas ha tenido un gran impacto en 
la comprensión de la función celular (62). Hoy en día se estima que mediante esta 
técnica se pueden detectar proteínas en geles bidimensionales en el rango fentomolar 
(10-15 M/L). La MS es muy sensible, tolera el análisis de mezclas proteicas y permite la 
realización de múltiples análisis, por lo que poco a poco ha reemplazado a la 
secuenciación por el método de EDMAN. 
 
La MS proporciona información sobre la estructura de la proteína: la masa peptídica y 
la secuencia de aminoácidos. Posteriormente, se utilizarán estos datos para identificarlas 
con las bases de datos. De esta manera, se determina el tipo y la localización de una 
modificación postransduccional, por ejemplo.  
 
Las mediciones en la MS se llevan a cabo en fase gaseosa, con los analitos ionizados. 
Por definición, un espectrómetro de masas consiste en una fuente ionizante, un 
analizador de masa, que mide la ratio masa/carga (m/z) de los analitos, y un detector 
que registra el número de iones en cada valor de m/z. Las dos técnicas más utilizadas 
son las llamadas ESI (del inglés, ElectroSpray Ionization) y MALDI (del ingles, Matrix-
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Assisted Laser Desorption/Ionization)  (63,64). El analizador de masa es la tecnología 
fundamental del instrumento y en el terreno de la proteómica sus claves son la 
sensibilidad, la resolución, la precisión en la medida de la masa y la capacidad de 
generar espectros a partir de fragmentos peptídicos (en tándem o espectros MS/MS) 
(65,66). Hay cuatro tipos básicos de analizadores de masa utilizados actualmente en 
proteómica: la trampa de iones (ion trap), el tiempo de vuelo o TOF (del inglés, time of 
flight), el cuádruplo y el FT-MS (del inglés, Fourier Transform ion cyclotron). Cada 
uno de ellos es diferente, variando en relación a su fuerza. Por lo general, MALDI se 
utiliza conjuntamente con analizadores TOF (MALDI-TOF) por su simplicidad, la 
precisión en la medición de la masa y su sensibilidad. Con este último método se 
obtiene la llamada huella peptídica como resultado del emparejamiento de la lista de 
masas experimentales con la lista de masas calculadas de todos los péptidos de una base 
de datos. 
 
El proceso habitual consta de cuatro pasos. El primer paso consiste en el aislamiento de 
las proteínas de la muestra. La MS es menos sensible en el análisis de  toda la proteína 
que en el estudio de los péptidos y, además, la masa de una proteína intacta por sí sola 
no es suficiente para su identificación. Por ello, las proteínas son degradadas en el 
segundo paso, generalmente con tripsina, que rompe dichas proteínas en la zona 
carboxílica de los residuos de lisina y arginina (a no ser que estén seguidos por una 
prolina), formando huellas peptídicas de péptidos predecibles. En el tercer paso los 
péptidos son ionizados tras el tratamiento con el láser, que les confiere una carga, y son 
separados según la ratio m/z. En el cuarto paso se obtiene el espectro de masas de 
péptidos y el ordenador genera una lista priorizada de estos péptidos por fragmentación 
y una serie de experimentos en tándem posteriores, que consisten en el aislamiento de 
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un péptido dado, fragmentación por colisión con gas y recopilación de un espectro 





Figura 1.13. Esquema de un experimento genérico de proteómica basado en la 
espectrometría de masas. Fuente: internet, modficada por el autor. 
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1.5.4. Futuro de la proteómica 
 
Después de más de tres décadas de investigación en este campo, la 2-DE es ya una 
técnica madura, que ofrece gran flexibilidad y resolución modulable (67). Por tanto, no 
son esperables grandes avances en la pura realización de la electroforesis. Sin embargo, 
en un futuro sí podrán objetivarse importantes consecuencias en el diagnóstico clínico y 
tratamientos derivados de la proteómica. 
 
El objetivo último de la medicina moderna es poder ofrecer una medicina personalizada 
a cada paciente. Actualmente, el centro de muchas investigaciones va dirigido a conocer 
la etiología de la enfermedad en cada paciente, la respuesta concreta de cada paciente a 
un determinado factor de riesgo, los factores que facilitan la progresión de la 
enfermedad, los factores genéticos que hacen a ese paciente susceptible a una 
enfermedad, su perfil metabólico y, concretamente, cuáles son las proteínas que 
expresa, para poder así identificar el pronóstico del paciente y su susceptibilidad al 
tratamiento. Estos objetivos requieren de la utilización de nuevas tecnologías, entre las 
que se encuentra la proteómica, ya que estudia la base biológica racional, los productos 
de la interrelación entre unos determinados factores de riesgo y la expresión génica: las 
proteínas. 
 
1.5.5. La era proteómica en la investigación vascular 
 
Las enfermedades cardiovasculares son la causa más importante de mortalidad en el 
mundo occidental y, además, se está produciendo un incremento progresivo también en 
las sociedades menos desarrolladas. La carga económica de estas enfermedades, 
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incluyendo los gastos en cuidado de la salud y las pérdidas en productividad, se ha 
calculado en 45.6 billones de euros anuales en la Unión Europea (68) y de 142.5 
billones de dólares en Estados Unidos (69). 
 
 La proteómica aplicada a las células vasculares o a las placas arterioscleróticas, cuya 
expresión proteica se modifica a lo largo de la evolución de la enfermedad, constituyen 
hoy en día una diana en la investigación en el área cardiovascular, siendo en este terreno 
una técnica de aplicación relativamente reciente. La mayoría de los estudios 
proteómicos realizados inicialmente en las enfermedades cardiovasculares consistieron 
fundamentalmente en modelos descriptivos y han permitido la creación de las bases de 
datos de las que disponemos. Brunnel et al (70) publicaron el mapa de expresión 
proteica de CE de vena umbilical humana, en el que identificaron 53 proteínas 
relacionadas con el citoesqueleto, coagulación, apoptosis, presentación de antígenos y 
funciones enzimáticas. Del mismo modo, en 2001, McGregor et al (71) describieron el 
proteoma de las CML de la vena safena humana sana, identificando 130 proteínas. Más 
recientemente, se publicó también el proteoma de 83 proteínas de las CML de la arteria 
mamaria interna (72). Progresivamente, la proteómica vascular ha ido evolucionando 
para intentar proporcionar dos tipos de datos: la determinación de proteínas que 
participan activamente en la fisiopatología de la arteriosclerosis y la búsqueda de 
nuevas proteínas que potencialmente sirvan como biomarcadores de enfermedad (73). 
De hecho, la tendencia es utilizar la proteómica para la comparación de los niveles de 
expresión de una determinada proteína en diferentes condiciones experimentales. Hace 
más de 20 años Stastny et al (74) compararon extractos de estría grasa con segmentos de 
íntima sana de aorta humana. Esta comparación se realizó de forma visual, ya que en 
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esa época todavía no había programas informáticos para el análisis de los geles, por lo 
que sólo se identificaron los cambios más evidentes. 
 
En la arteriosclerosis se considera fundamental la disfunción endotelial y la 
proliferación y migración de las CML. Por otro lado, todo ello ocurre en un marco 
inflamatorio, en el que factores de crecimiento y citoquinas están involucrados en los 
cambios de expresión de determinadas proteínas específicas. Este es el caso del TNF-α, 
citoquina implicada en diferentes procesos críticos de la iniciación y la progresión de la 
lesión vascular. La utilización de este mediador inflamatorio en cultivos de arterias 
sanas puede inducir cambios inflamatorios en la pared vascular, modificando por tanto 
la expresión proteica. Un estudio reciente (75) demostró, utilizando la 2D-E y MS, que 
la incubación de CML con TNF-α conducía a la infraexpresión o sobreexpresión de 
determinadas proteínas. Zamorano-León et al (76) observaron en segmentos 
preincubados con TNF-α una mayor expresión de moléculas proinflamatorias (CD40L, 
PECAM) en el endotelio y una sobreexpresión de la eNOS concentración dependiente. 
 
Otros autores han centrado sus investigaciones en los mecanismos de señalización 
celular. Molero et al (77) demostraron modificaciones en la expresión proteica en 
células de músculo liso vascular inducidas por el 17β-estradiol, confirmando que los 
estrógenos pueden modular un amplio rango de vías de señalización en este tipo de 
células. Soskic et al (78) estudiaron los cambios en la vía de señalización de fibroblastos 
de ratón en respuesta al factor de crecimiento derivado de plaquetas. 
 
La información que puede aportar la proteómica en la búsqueda de nuevos 
biomarcadores en las enfermedades cardiovasculares, sumada al análisis del fenotipo 
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clínico, cambios metabólicos y al haplotipo genético, puede informar del perfil de 
riesgo cardiovascular para cada paciente (79,80). Sin embargo, actualmente a nivel 
cardiovascular la identificación de las modificaciones postraduccionales es 
prácticamente nula y menos aún se sabe sobre modificaciones en el nivel de expresión 
de diferentes isoformas de proteínas. 
 
Probablemente, con la introducción de la proteómica, en pocos años el conocimiento de 
las enfermedades cardiovasculares aumente de forma considerable. En resumen, la 
proteómica tiene el potencial de revolucionar el modo de diagnosticar, determinar el 
riesgo y el pronóstico clínico así como las estrategias terapéuticas en  individuos con 
enfermedades cardiovasculares. Incluso ya se ha creado el término farmacoproteómica, 
que consiste en el estudio de la respuesta farmacológica de un paciente en función de las 
proteínas que expresa. Sin embargo, todavía no hay muchos estudios que analicen los 
efectos de los fármacos en el proteoma (81,82,).  
 
 
1.6 MARCADORES DE APOPTOSIS 
El término apoptosis procede del griego “appo-toe-sis”, e indica la caída de las hojas 
de un árbol o de los pétalos de una flor. Designa el proceso de muerte celular 
programada, es decir, un tipo de necrosis fisiológica por el que determinados 
estímulos van a activar un programa genético para llevar a cabo una serie de acciones 
que finalizan con la muerte celular, sin alteraciones en la fisiología o estructura del 
tejido del que forma parte (83).  
La apoptosis también puede intervenir en situaciones patológicas (84), tanto por 
exceso de la misma como por defecto. 
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1.6.1 Morfología 
La apoptosis se considera, morfológica y bioquímicamente, diferente a la muerte 
celular por necrosis osmótica. En la necrosis, un grupo de células ante estímulos 
externos pierde la integridad de la membrana alterando la regulación de la homeostasis 
iónica celular y permitiendo un gran edema intracelular, con destrucción de organelas. 
Como consecuencia se provoca una intensa respuesta inflamatoria que participará, 
igualmente, en la fagocitosis de detritus celulares (85).  
 
Los rasgos morfológicos de la apoptosis difieren de los de la necrosis (85). 
Inicialmente se produce la constricción de la membrana, disminuyendo el tamaño 
celular y agrupando las organelas, de modo que el citoplasma tiene un aspecto denso. 
En el núcleo, la cromatina se condensa en la periferia, por debajo de la membrana 
nuclear, en masas bien definidas. A continuación el núcleo se fragmenta, formándose 
al mismo tiempo vesículas citoplasmáticas y los denominados cuerpos de apoptosis 
(Fig. 1.14). Éstos se componen de citoplasma y organelas muy agrupadas, pudiendo 
contener también fragmentos nucleares, rodeados siempre de membrana. Los cuerpos 
de apoptosis serán fagocitados por las células sanas adyacentes del parénquima o por 
macrófagos, donde se degradarán con rapidez dentro de los lisosomas. Posteriormente, 
las células adyacentes serán capaces de migrar o proliferar, reemplazando así el 
espacio ocupado por la célula apoptótica suprimida (86).  
La apoptosis, al contrario que la necrosis, no produce respuesta inflamatoria. 
 
 	   89	  
 
  
    Figura 1.14. Célula apoptótica 
 
  
1.6.2 Mecanismos de apoptosis 
 La apoptosis puede iniciarse tanto por una vía extrínseca como intrínseca, 
ambas finalizando en una cascada de caspasas activadas que están involucradas en la 
degradación del ADN. Las caspasas (cisteinil-aspartato proteasas) son enzimas cuya 
actividad catalítica depende de un residuo de cisteína dentro de una secuencia 
altamente conservada, dividiendo específicamente sus sustratos en lugares precedidos 
por residuos de Aspartato. Se han descrito 11 caspasas en células humanas que 
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provocan una degradación proteica bien definida hasta llegar a la formación de 
cuerpos apoptóticos. Algunas caspasas son "iniciadoras" y otras "efectoras" del 
proceso catalítico, actuando sobre endonucleasas que son las responsables directas de 
la fragmentación del ADN. La activación de las caspasas, que existen en calidad de 
pro-caspasas inactivas, se produce por diversas vías en las que participan varios 
complejos moleculares (87-88).  
 a) Vía extrínseca 
La vía extrínseca o de los "receptores de muerte" establece conexiones con el espacio 
extracelular, recibiendo señales proapoptóticas desde el exterior y de las células 
vecinas. La inflamación, incluyendo macrófagos o linfocitos, y los “ligandos de 
muerte” (death ligands) forman parte de esta vía. Dos familias de receptores se han 
identificado con estas características: la proteína Fas y el factor de necrosis tumoral 
(TNF) (89) (Fig 1.15). 
La proteína transmembrana Fas en su porción intracelular enlaza con un factor 
intermedio denominado FADD (factor associated death domain), nombre que sólo 
señala que está comprometido con la zona de la molécula Fas que participa en la 
muerte celular, activando las caspasas-8 y -10. 
En cuanto al otro receptor de membrana TNF, su porción intracelular conecta con 
complejos intermedios como el TRADD (TNF receptor associated death domain) y 
RAIDD (receptor associated interleukine death domain) que activan caspasas 
"iniciadoras" de la apoptosis.  
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Fig 1.15. Vía extrínseca de apoptosis 
 
 
b) Vía intrínseca o mitocondrial 
Otra vía de inducción de apoptosis es la vía llamada mitocondrial. Esta vía está 
iniciada por el estrés oxidativo. Las proteínas de la familia de Bcl-2 regulan la 
apoptosis ejerciendo su acción sobre la mitocondria. La activación de proteínas pro-
apoptóticas de la familia de Bcl-2 produce un poro en la membrana externa de las 
mitocondrias que permite la liberación de numerosas proteínas del espacio 
intermembrana; entre ellas, el citocromo c (90).  
 El citocromo c, una vez en el citosol, activa un complejo proteico llamado 
"apoptosoma", que activa directamente a la caspasa-9. Una vez que la caspasa-9 está 
activada, ésta activa a las caspasas efectoras como la caspasa-3, lo que desencadena 






















 Dominio efector de muerte 
 Dominio de muerte 
 
TNF Tumor necrosis factor 
TRAIL TNF-related apoptosis inducing ligand 
TRADD TNF-receptor associated death domain 
FADD Fas-associated death domain 
TRAF TNFR-associated factor 
IAP Inhibitor of apoptosis protein 
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Fig 1.16. Vía intrínseca 
  
1.6.3 Bcl-2, bax, índice bax/bcl-2 
Como hemos comentado, los genes de la familia Bcl-2 están especialmente implicados 
en la vía intrínseca de la apoptosis. 
 
1.6.3.1 Bcl-2  
Fue el primer miembro encontrado en una familia de genes implicados en la 
regulación de la apoptosis que, a diferencia de otros oncogenes, prolonga la 
supervivencia celular bloqueando específicamente la muerte celular por apoptosis. 
El gen bcl-2 (B-cell Lymphoma 2) se identificó hace más de una década, con el 
análisis y descubrimiento de la translocación reecíproca entre los cromosomas 14 y 18 
(q32,q21) (89-91). Esta translocación es la aberración cromosómica más común en los 
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 En este caso la secuencia de bcl-2 se yuxtapone al gen de la cadena pesada de la 
inmunoglobulina (IgH) en la región 14q32. Sin embargo, la translocación no se 
traduce en una interrupción de la región codificante del bcl-2, sino en el gen de la IgH. 
Consecuentemente, bajo el control del gen promotor de las inmunoglobulinas se 
produce la sobreexpresión  tanto del ARNm como del producto proteico de bcl-2 en 
estos linfomas, y, como consecuencia, una disminución de la muerte de los linfocitos 
B afectados (93). Esta prolongación de la vida de las células B es un evento crítico en 
la génesis del linfoma folicular. 
Por otro lado se observó que este gen, activado por la traslocación 14;18, permitía la 
supervivencia de células hematopoyéticas citoquin-dependientes, en estado quiescente, 
en ausencia de citoquina. Este hallazgo se verificó en otras líneas celulares en ratones 
transgénicos, estableciéndose que la supervivencia y la proliferación celular estaban 
directamente relacionados con una sobreexpresión de bcl-2 (94).  
El producto del gen bcl-2 es una proteína de 26 kDa que se localiza principalmente en 
la membrana externa de la mitocondria, aunque también en la nuclear y en el citosol a 
nivel del retículo endoplásmico liso (95). La amplia expresión in vivo de bcl-2 en 
tejidos humanos normales, embriológicos, fetales y adultos sugiere que este gen tiene 
un importante papel en la homeostasis tisular normal (96).  
 
En tejidos adultos normales bcl-2 parece estar restringido al compartimento 
proliferativo, donde se localizan las células madre, de larga vida, que se dividen y se 
diferencian continuamente a elementos maduros. Por el contrario, la expresión de bcl-
2 disminuye, o está ausente, en células terminales diferenciadas de los epitelios de 
colon, piel y próstata, las cuales se cree que mueren por apoptosis. Bcl-2 también se 
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expresa en células de larga vida como las neuronas (97) y algunas células sensibles al 
estímulo hormonal, tales como el endometrio (98) o los folículos ováricos (99). 
Tomando en conjunto estas observaciones se ha podido hipotetizar que bcl-2 es un 
factor de supervivencia muy importante para células progenitoras precoces, 
posiblemente a través de la prevención de la muerte celular programada en el 
compartimento regenerativo, y para células completamente diferenciadas de larga 
vida.  
1.6.3.2 Otros miembros de la familia Bcl-2 
Se han identificado, en mamíferos, al menos 15 genes que tienen homología en la 
secuencia con el gen bcl-2 y se han clasificado como miembros de la familia de genes 
bcl-2. A su vez, se han dividido en dos grupos, en base al efecto que tienen sobre el 
ciclo celular (100). (Tabla 1.1) 
 
Antiapoptóticos Proapoptóticos 
Bcl-2  Grupo Mdt Sólo BH3 
Bcl-x L Bax Bik 
Bcl-w Bcl-xS Blk 
Mcl 1 Bok Hrk 
A1 Bak BNIP 3 
NR-13  Bim L 
BHRF 1  Bad 
DRF 16  Bid 
  EGL-1 
 
Tabla 1.1. Familia Bcl-2 
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 Las proteínas codificadas poseen, al menos, uno de cuatro dominios 
homólogos al bcl-2 (BH1, BH2, BH3 y BH4). Las inhibidoras de la apoptosis 
contienen el BH1 y el BH2; incluso las de mayor homología con el bcl-2 presentan los 
cuatro dominios.  
 Sin embargo, las proteínas proapoptóticas pueden subdividirse en dos grupos 
en relación a la homología estructural que compartan con el bcl-2: el grupo Mdt, que 
incluye bax, bak y bok, que contiene 3 dominios (BH1, BH2 y BH3) homólogos al 
bcl-2; y el grupo de proteínas “asesinas”, que tan solo coinciden estructuralmente con 
una pequeña región central (9 a 16 residuos) del dominio BH3; este grupo incluye bik, 
blk, hrk, BNIP 3, bim L, bad, bid y EGL-1 (101 ) (Fig. 1.17). 
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1.6.3.3 Bax 
  La primera proteína conocida asociada con bcl-2 in vivo (bax=bcl-2 associated 
protein X). Es una proteína de 21 kD con la habilidad de suprimir la capacidad de bcl-
2 para bloquear la apoptosis (102). 
 En algunos tejidos incluyendo mama, estómago, piel, ganglios linfáticos, colon 
e intestino delgado, entre otros, los patrones de expresión de bax y bcl-2 están 
regulados de forma paralela, lo que sugiere un antagonismo activo entre ambas 
proteínas (96). Por otro lado, también se ha visto que la expresión de bax se localiza 
especialmente en áreas cuyas células tienen una alta tasa de apoptosis.  
 
 Se han propuesto varios mecanismos para explicar el papel regulador de esta 
interacción proteína-proteína en el control de la apoptosis (103): 
a) Bax podría funcionar como una molécula inductora de muerte celular, que es 
neutralizada por bcl-2; 
b) Bcl-2 podría funcionar como un represor de muerte celular, que es neutralizado por 
competencia con una molécula inerte de bax; 
c) Bcl-2 podría tener una función bioquímica totalmente opuesta a bax. 
 
 En otros tejidos bax se distribuye paradójicamente. Así, en algunas células de 
larga vida como las neuronas en el sistema nervioso central, la expresión de bax es 
alta, mientras que en células de corta vida tales como granulocitos y timocitos 
corticales su expresión es nula o escasa, lo que sugiere que, o bien la vía bcl-2/bax no 
es responsable de la regulación de la vida y la muerte en estas células, o bien que otros 
miembros de la familia bcl-2 son expresados en estas células y contribuyen a la 
regulación de la muerte celular. Sin embargo, las neuronas están entre las células más 
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sensibles para la inducción de muerte celular por pérdida de factores de supervivencia 
(neurotrofinas), hipoxia, hipoglucemia y una variedad de otros insultos. Por tanto, los 
altos niveles de bax encontrados en varios tipos de neuronas del sistema nervioso 
central, además de poder contribuir a su inherente estado de vulnerabilidad, sugieren 
que bax por sí solo es insuficiente para poner en marcha la vía de muerte celular en 
estas células, e implica un antagonismo activo entre bax y presumiblemente otros 
miembros de la familia de proteínas bcl-2 para mantener la supervivencia de esas 
células de larga vida (104).  
 
1.6.3.4 Indice Bax/Bcl-2 
 La razón entre la proteína Bax, apoptótica, y su homóloga antiapoptótica, Bcl-
2, se ha considerado como un índice apoptótico. Parece ser un buen indicativo de la 
relativa resistencia al estímulo que puede iniciar la muerte celular (105).  
 
1.6.3.5 Bcl-x 
 El gen Bcl-x presenta una forma larga (L) y una forma corta (S). La proteína 
producida por la forma larga, Bcl-xL, tiene un 47% de homología con bcl-2 y una 
distribución celular semejante a este, lo que sugiere que ambas proteínas funcionan de 
una manera similar. Por el contrario, el producto derivado de la forma corta, Bcl-xs, 




 La proteína Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer) aumenta la tasa de 
apoptosis inducida por la deprivación de factores de crecimiento de fibroblastos, 
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neuronas y células linfoides murinas, lo que sugiere que funciona principalmente 
como un promotor de apoptosis (108). Bak se expresa ampliamente en epitelios 




 El gen Mcl-1 (Mieloid cell leucemia-1), descubierto en células de la leucemia 
mieloblástica, funciona de manera similar a bcl-2, bloqueando la apoptosis en células 
hematopoyéticas más diferenciadas. Este gen codifica una proteína de 37 kDa que 
tiene una homología significativa con bcl-2 pero, al contrario que esta, su expresión es 
mayor en las células más diferenciadas de epidermis, intestino, colon, próstata, 
nasofaringe y vía aérea superior. Esto sugiere que ambos desempeñan funciones 
diferentes en la regulación in vivo de la apoptosis (109).  
 
1.6.4 La apoptosis en el sistema cardiovascular 
 
El interés que actualmente despierta el estudio de la apoptosis en medicina es grande. 
En los últimos diez años se han publicado hallazgos que sugieren que la regulación de 
la apoptosis puede estar alterada en diversas enfermedades del corazón y de los vasos 
sanguíneos . 
 
En el sistema cardiovascular la apoptosis puede ser parte del proceso de renovación, 
pero por defecto de mitosis o exceso de muerte celular, puede constituir un proceso 
patológico (110,111). 
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En el ventrículo derecho ocurre una remodelación fisiológica después del nacimiento 
cuando ya este ventrículo no tiene que cumplir con la función hemodinámica 
intrauterina (111). Una cantidad importante de células de ese ventrículo mueren de 
manera programada después del nacimiento. Esto suele durar apenas unos días, pero 
en ciertas condiciones se prolonga indefinidamente y ocurre la denominada 
miocardiopatía de Uhl ,caracterizada por una dilatación extrema del ventrículo 
derecho con la consecutiva insuficiencia ventricular derecha (112,113). 
 
Otra enfermedad relacionada con la enfermedad de Uhl, en la que también se ha 
demostrado apoptosis, es la displasia arritmogénica del ventrículo derecho (112-114) 
,en la que la infiltración fibrótica que sustituye al miocito apoptótico, crea el sustrato 
para arritmias potencialmente letales (114). 
 
Otra entidad en donde se ha demostrado muerte celular programada es la 
miocardiopatía dilatada, principalmente en su forma idiopática (113). En ella se ha 
demostrado que aproximadamente el 0,2 por ciento de las células tenían características 
apoptóticas (113). Esta cantidad aparenta ser poco influyente en la función del 
corazón, pero si se toma en cuenta que la muerte celular ocurre en cuestión de horas y 
si se trata de un proceso ininterrumpido sin replicación celular compensadora, 
alrededor del 50 por ciento de la masa ventricular se perdería en un año. 
 
La apoptosis parece también jugar un papel importante en la formación anatómica de 
los nodos sinusal y auriculoventricular (115). En efecto, una buena cantidad de 
pequeñas células P redondas u ovoides presentes en el nodo sinusal en el nacimiento 
va desapareciendo poco a poco por un proceso exclusivamente apoptótico, sin que 
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medie el menor signo inflamatorio. Algo semejante ocurre en el nodo 
auriculoventricular. Las conexiones auriculoventriculares son eliminadas en la 
remodelación posnatal. La persistencia de algunas de estas conexiones podría ser el 
origen de algunos fascículos accesorios como aquellos que se encuentran en el 
síndrome de Wolf Parkinson White y en el bloqueo auriculoventricular acompañado 
de arritmias ventriculares (116). 
James T.N. y colaboradores han demostrado muerte celular exagerada sin inflamación 
previa en el nodo sinusal de pacientes con síndrome de QT largo que tienen síncope y 
arritmias potencialmente letales (117). 
 
En la remodelación que ocurre en el tejido aparentemente sano después de un infarto 
del miocardio hay una reexpresión del programa fetal genético, con disfunción 
progresiva (118). Esta situación puede ser causada por la muerte programada de tejido 
viable y de hecho, se ha demostrado que en el tejido sano contiguo a la necrosis 
postinfarto hay células apoptóticas (118,119). 
 
Se han dado evidencias en tejido aislado, así como en modelos experimentales, que 
puede ocurrir apoptosis en respuesta a la isquemia-reperfusión (120), al infarto del 
miocardio (118), a la estimulación eléctrica rápida del miocardio (121), al estiramiento 
mecánico (122) y a la sobrecarga debida a la constricción aórtica (123). También se ha 
visto que constantemente ocurre apoptosis miocárdica en órganos diana de ratas 
hipertensas (124). 
 
También se han hallado evidencias del papel de la apoptosis en las células musculares 
y del endotelio de los vasos sanguineos en el desarrollo de la aterosclerosis (125). 
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1.6.5 Apoptosis y Alprostadil 
 
Recientemente se ha descrito el papel supresor de la apoptosis en enfermedades 
inflamatorias como la hepatopatia crónica, en la que la administracion de PGE1 junto 
con somastotatina, presentó un efecto protector de daño hepático al inhibir las 
respuestas inflamatorias y de apoptosis (126). 
También se ha descrito de forma experimental su posible papel terapeútico en 
determinadas enfermedades por su influencia sobre los mecanismos de la apoptosis, 
como en los gliomas cerebrales (127), hepatocarcinomas (128,129), o el cancer 
colorectal (130).  
 Tambien se ha visto que la perfusión de PGE1 al hígado en isquemia, previo al 
transplante hepático, presenta efectos protectores al daño isquemia-reperfusion en parte 
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2. HIPÓTESIS 
 
El alprostadil (prostaglandina E1) es una prostaglandina natural, presente en las 
vesículas seminales y tejidos del cuerpo cavernoso de los varones y en la placenta y 
ductus arteriosus del feto. Tiene un efecto reconocido como vasodilatador y 
antiagregante, por lo que es utilizado actualmente en el tratamiento de los pacientes con 
isquemia crítica (estadios III y IV de Fontaine) no revascularizable, y en los pacientes 
con isquemia crítica que son revascularizados como terapia adyuvante para mejorar la 
perfusión tisular periférica. 
 
Se conoce bien el efecto que realiza  esta droga a nivel del endotelio, pero no se conoce 
con exactitud si produce algún efecto sobre el músculo esquelético. La mejora de la 
perfusión que se produce por su efecto vasodilatador podría cambiar el patrón empleado 
para obtener energía por sí sólo, pero además como efecto pleiotrópico podría tener un 
efecto directo sobre el propio músculo, y fundamentalmente sobre su metabolismo 
aeróbico o anaeróbico cuando estamos ante un estado isquémico. Por lo tanto, el efecto 
del alprostadil sobre el metabolismo del músculo prodría presumiblemente ser diferente 
en el musculo isquémico respecto al no isquémico.	  	  	  
La apoptosis de las células es un mecanismo activo de muerte tisular en el que 
participan prooncogenes como el Bcl-2 y el Bax. Por ésto, en base a los hallazgos 
descritos en la literatura sobre la apoptosis de la célula de músculo esquelético en el 
estado isquémico, y básandonos también en la hipótesis de que el alprostadil podría 
modificar el metabolismo energético en el músculo sano e isquémico, en la segunda 
parte de este trabajo de tesis analizaremos el efecto de alprostadil sobre el estado 
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apóptotico del músculo esquelético. Para ello,valoraremos si existen diferencias en 
cuanto a los marcadores de  apoptosis Bcl2  y Bax en el músculo isquémico respecto al 









































1. Estudiar las diferencias existentes en el perfil proteómico del metabolismo del 
músculo sometido a isquemia frente al músculo con un correcto nivel de 
perfusión.  
2. Determinar el efecto del alprostadil sobre el metabolismo energético del 
músculo esquelético isquémico, comparándolo con el metabolismo energético 
del músculo esquelético sano, mediante un estudio proteómico. 
3. Determinar el efecto del alprostadil sobre dos de los principales productos del 
metabolismo energético en el músculo esquelético isquémico, frente al sano. 
4. Comprobar si en el músculo esquelético isquémico existe una actividad 
apoptótica mayor que en el sano y si se modifica con el Alpostradil a través de la 
cuantificación de los niveles de expresión proteica de dos proteinas relacionadas 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 
  
En la presente tesis se realizaron experimentos in vitro para estudiar el efecto del 
alprostadil sobre el metabolismo energético del músculo esquéletico, tanto sano como 
isquémico, observando cambios en la expresión proteica de las enzimas fundamentales 
implicadas en las principales rutas metabólicas. Se obtuvieron segmentos de músculo 
esquelético incubados con dosis de 5ng/ml del fármaco  dejando además uno de los 
experimentos de cada muestra sin alprostadil como control. Además, se estudiaron 
cambios en los principales metabolitos de estas rutas. 
 
4.1. SELECCIÓN DE PACIENTES 
 
Entre Febrero y Noviembre de 2011 se obtuvieron muestras de 10 pacientes sometidos a 
amputación supracondílea de extremidad inferior. Los criterios de inclusión fueron 
isquemia crónica avanzada de la extremidad (estadíos III y IV de la clasificación de 
Fontaine), no revascularizable, con oclusión femoropoplítea en la exploración física, y 
buenos registros de volumen del pulso (PVR) a nivel de muslo distal en el estudio 
hemodinámico. Se excluyeron aquellos enfermos con infección activa severa en el pie o 
que hubieran recibido tratamiento anteriormente con alprostadil. En aquellos casos en 
los que el paciente estuviera tomando estatinas y antiagregantes previamente, se realizó 
un periodo de lavado de los mismos de al menos 10 días. El reclutamiento se realizó de 
forma consecutiva. 
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En todos los pacientes se obtuvo consentimiento informado para su participación y el 
estudio fue aprobado por el Comité Ético del centro donde se llevó a cabo la obtención 
y procesamiento de muestras. 
Se recogieron las siguientes características de los pacientes: edad; sexo; factores de 
riesgo cardiovascular: hipertensión arterial (tensión arterial sistólica> de 140 mmHg o 
con tratamiento antihipertensivo), diabetes mellitus (glucemia basal >110 mg/dl o 
HBA1c >7%, o tratamiento con antidiabéticos orales o insulina), dislipemia (cifras de 
colesterol total >240 mg/dl, triglicéridos >150 mg/dl o ratio HDL/LDL<0,3, o con 
tratamiento hipolipemiante), fumador (habitual o exfumador de menos de un año); 
enfermedad coronaria (historia de angina de pecho, infarto agudo de miocardio o 
revascularización miocárdica quirúrgica o percutánea); insuficiencia renal (valores de 
creatinina>1,5 mg/dl) y enfermedad cerebrovascular (antecedente de ictus, ataque 
isquémico transitorio o revascularización carotídea previa).  
 
 
4.2. OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS Y CULTIVO 
 
En cada paciente se obtuvieron especímenes de dos localizaciones: muestras de músculo 
isquémico (extraído del músculo extensor corto de los dedos a nivel del pie) o grupo I; y 
muestras de músculo sano del borde de amputación (músculo cuádriceps) o grupo S. 
 
El material obtenido se conservó en medio estándar RPMI blanco 1640 (Invitrogen 
Corporation: Gibco® RPMI 1640) en condiciones estériles y se cultivó de forma 
inmediata. 
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El medio RPMI 1640 fue inicialmente diseñado para el crecimiento de linfoblastos y 
líneas celulares leucémicas en suspensión, pero con los suplementos adecuados tiene un 
amplio rango de aplicaciones en células de mamíferos. 
Las piezas quirúrgicas se cortaron en piezas de 10 mm de diámetro y se cultivaron en 
placas de cultivo con medio RPMI 1640 blanco en una atmósfera de 95% O2, 5% CO2 
a 37ºC durante 48 horas y bajo condiciones estériles. El empleado en nuestro caso no 
contiene rojo fenol para evitar alteraciones posteriores en los análisis en los que se 
utilizan métodos colorimétricos. Este medio está constituido por la formulación basal 
estándar recogida en publicaciones previas (132), suplementado con aminoácidos no 
esenciales y piruvato sódico. Además se suplementó con un 1% de suero fetal bovino 
(SFB) (al tratarse de tejidos requieren menos suero SFB que los cultivos celulares), 5 
mmol/l de glutamina, 2x10-5 µg/l de penicilina y 2x10-5 µg/l de estreptomicina. La 
formulación del medio se indica en la Tabla 4.1.  
 
De cada grupo de muestras (I y S) se realizaron 2 cultivos, uno basal, sin fármaco, y 
otro con alprostadil, a una concentración de 5ng/ml. La concentración se basó en 
estudios similares realizados en células endoteliales (133,134) El medio se cambió cada 
12 horas. Por tanto, de cada paciente se obtuvieron 4 cultivos (grupo I basal, grupo I con 
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Tabla 4.1. Formulación del medio RPMI 1640 Gibco® 
COMPONENTES PESO MOLECULAR CONCENTRACION (mg/l) Molaridad (mM) 
AMINOACIDOS    
Glicina 75 10 0.133 
L-Arginina 174 200 1.15 
L-Asparagina 132 50 0.379 
Ácido L-Aspártico 133 20 0.150 
L-Cistina 2HCl 313 65 0.208 
Ácido L-Glutámico 147 20 0.136 
L-Glutamina 146 300 2.05 
L-Histidina 155 15 0.0968 
L-Hidroxiprolina 131 20 0.153 
L-Isoleucina 131 50 0.382 
L-Leucina 131 50 0.382 
L-Lisina  146 40 0.274 
L-Metionina 149 15 0.101 
L-Fenilalanina 165 15 0.0909 
L-Prolina 115 20 0.174 
L-Serina 105 30 0.286 
L-Treonina 119 20 0.168 
L-Triptófano 204 5 0.0245 
L-Valina 117 20 0.111 
VITAMINAS    
Biotina 244 0.2 0.000820 
Cloruro de colina 140 3 0.0214 
A.pantoténico 477 0.25 0.000524 
Ácido fólico 441 1 0.00227 
i-Inositol 180 35 0.194 
Niacinamida 122 1 0.00820 
P-aminobenzoico 137 1 0.00730 
Piridoxina 206 1 0.00485 
Riboflavina 376 0.2 0.000532 
Tiamina 337 1 0.00297 
Vitamina B12 1355 0.005 0.0000037 
SALES    
Nitrato de calcio 236 100 0.424 
Sulfato magnésico  120 48.84 0.407 
Cloruro potásico  75 400 5.33 
Bicarbonato sódico  84 2000 23.81 
Cloruro sódico  58 5300 91.38 
Fosfato disódico  142 800 5.63 
OTROS    
D-Glucosa 180 2000 11.11 
Glutation (reducido) 307 1 0.00326 
HEPES 238 5958 25.03 
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Las muestras de músculo fueron aisladas y homogeneizadas con el homogeneizador 
Ultra-Turrax® T8 (IKA®-Werke). Dicho homogeneizador es una unidad de dispersión 
para conseguir emulsiones y dispersiones con un alto rendimiento. El Ultra-Turrax® T8 
(Figura 4.2.) es un instrumento de mano de alta calidad, con una potencia de hasta 100 
watios y unas velocidades de 5000 a 25000 por minuto. Gracias  al amplio rango de 
velocidades y que el elemento dispersor tiene un diámetro de 5-8 mm, incluso pequeñas 
cantidades se procesan y dispersan rápidamente. 
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Fig. 4.2. Ejemplo del instrumento Ultra-Turrax® T8. 
 
Las muestras se homogeneizaron en una solución tampón (rehydratation buffer) que 
contenía un agente desnaturalizante (urea), un agente detergente (CHAPS y anfolitos) y 
un agente reductor (ditiotreitol) en las concentraciones que se exponen a continuación 
(Tabla 4.2): 
 
• Urea……………………………………………………….8 mol/l   
• CHAPS w/v…………………………………………………...2% 
• Ditiotreitol……………………………………………..40 mmol/l 
• Anfolitos Bio-Lyte (Laboratorios Bio-Rad, Hercules, Cal)…0.2% 
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Posteriormente, los tejidos homogeneizados se centrifugaron a 10000 g durante 10 
minutos y el sobrenadante se congeló a -80 ºC hasta su análisis. 
 
4.3  ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2-DE) 
El mapa de expresión proteica del músculo se realizó mediante electroforesis 
bidimensional (2-DE), según la técnica descrita en publicaciones previas (135), la 
primera en un gradiente de pH inmovilizado (IPG-strips, BioRad) y la segunda sobre 
geles de SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) al 
10%.  
 
COMPONENTE FUNCIÓN CONCENTRACIÓN 




Solubiliza las proteínas y ayuda a 
mantenerlas en solución durante la 











Ayudan a solubilizar las proteínas y a 
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4.3.1 Cuantificación de proteína 
La cuantificación de proteína se estimó utilizando el kit Pierce® BCA Protein Assay.  Se 
trata de una formulación basada en el ácido bicinconínico (BCA), compatible con 
detergentes, para la detección colorimétrica y cuantificación de las proteínas totales.  
 
El principio del método del ácido bicinconínico (BCA), patentado por Pierce 
Biotechnology (Rockford, IL, USA), es similar al procedimiento de Biuret, en cuanto 
que ambos se basan en la formación de un complejo Cu2+-proteína bajo condiciones 
alcalinas, seguido de la reducción del Cu2+ en Cu1+ (136) . La cantidad de reducción es 
proporcional a la proteína presente. El BCA forma un complejo azul púrpura con el 
Cu1+ por proteínas en medios alcalinos, de modo que permite monitorizar la reducción 
de Cu2+ por las proteínas a un máximo de absorbancia de 562 nm y de este modo 
cuantificar las proteínas. La estructura macromolecular de la proteína, el número de 
uniones peptídicas y la presencia de 4 aminoácidos en particular (cisteína, cistina, 
triptófano y tirosina) han sido descritos como los responsables de la formación de color 
con BCA. La concentración de proteínas se determina en referencia generalmente a una 
proteína estándar común, como la albúmina bovina. 
 
El ensayo BCA es más sensible y aplicable que los métodos de Biuret o de Lowry. 
Además, tiene menos variabilidad que el método de Bradford. Entre otras características 
del ensayo BCA encontramos: 
• Método colorimétrico, se lee a 562 nm 
• Compatible con la mayoría de los detergentes iónicos y no iónicos 
• Más rápido y fácil que el método de Lowry 
• Todos los reactantes son estables a temperatura ambiente durante 2 años 
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• El rango de trabajo varía de 20 a 2000 µg/ml 
• El complejo de color es estable 
• Adaptable a microplacas 
• Menor variación proteína-a-proteína que con los métodos de tinción 
• Es aplicable a un amplio rango de concentraciones de proteínas 
 
La concentración de proteínas se determinó con referencia al estándar, la albúmina 
bovina (Figura 4.3). 
 
Fig. 4.3. Ejemplo de curva de comparación de concentración de proteínas frente a la 
albúmina bovina. 
 
La cuantificación de las proteínas se realizó siguiendo los pasos que se indican a 
continuación: 
 
1. Preparación de las diluciones estándar de BSA (albúmina de suero bovino). Las 
diluciones de BSA se prepararon a partir de ampollas de BSA de 2.0 mg/ml, 
según el siguiente esquema: 
 
Concentración de proteína (µg/ml) 
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Tabla 4.3. Diluciones de BSA indicando el volumen de disolvente, la relación 
volumen/fuente de BSA y la concentración final de BSA. BSA: albúmina de suero 
bovino. 
 
     2. Preparación del reactivo de trabajo BCA. 
Se empleó como reactivo el kit Pierce® BCA Protein Assay. Para determinar el 
volumen total de reactivo de trabajo se empleó la siguiente fórmula: (x estándar + x 
muestras problema) x (nº duplicados) x (volumen de reactivo de trabajo por 
muestras= 200 µl)= volumen total. El reactivo de trabajo se prepara mezclando 50 
partes de reactivo A (carbonato sódico, bicarbonato sódico, ácido bicincinínico y 
tartrato sódico en hidróxido sódico 0.1 M) con una parte de reactivo B (sulfato 
cúprico 4%). 
3. Se pipetearon 25 µl de cada estándar o muestra problema por triplicado en 
pocillos. 
4. Se añadieron 200 µl de reactivo de trabajo a cada pocillo y se mezcló el platillo 
en un agitador durante 30 segundos. 






A 700 µl 100 µl del estándar 250 µg/ml 
B 400 µl 400 µl del vial A 125 µg/ml 
C 450 µl 300 µl del vial B 50 µg/ml 
D 400 µl 400 µl del vial C 25 µg/ml 
E 400 µl 100 µl del vial D 5 µg/ml 
F 400 µl 0 0 µg/ml (blanco) 
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5. Se tapó el platillo y se incubó a 37 ºC durante 30 minutos. 
6. Se dejó enfriar hasta temperatura ambiente. 
7. Medida de absorbancia a 562 nm. 
8. Se restó la absorbancia de la muestra blanco al resto de muestras. 
9. Se preparó la curva estándar: en el eje de ordenadas la medida de absorbancia; en 
el eje de abscisas, la concentración conocida de BSA. A continuación, en esta curva 
se interpolan los valores obtenidos en el resto de muestras problema. 
 
4.3.2 Primera dimensión 
Para la primera dimensión de la 2-DE se cargaron muestras de 250 µg de proteína total 
en tiras de geles de gradiente de pH inmovilizado (IPG) con un pH de 3 a 10 (Bio-Rad 
ReadyStrip™). El foco isoeléctrico se realizó con el sistema PROTEAN® IEF cell 
(Laboratorios Bio-Rad) durante 3 días y a temperatura ambiente (20ºC).  Este sistema 
está diseñado para llevar a cabo la primera dimensión y consiste en una fuente de 
alimentación programable con una plataforma Peltier que mantiene la temperatura 
constante para asegurar la reproducibilidad. El rango de temperaturas varía desde 10 a 
25 ºC, lo que permite trabajar con un rango más amplio de muestras de proteínas y 
condiciones. Dicho sistema permite acomodar hasta 24 tiras de 7 cm o 12 de 17 cm para 
realizar el foco isoeléctrico. Puede ser programado completamente para una 
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Tabla 4.4. Especificaciones técnicas del sistema PROTEAN®  IEF cell (Laboratorios 
Bio-Rad).  
 
Dimensiones 28 x 30 x 14 cm 
Voltaje 50-10000 V, incrementos de 10 V 
Corriente 0-2.4 mA, incrementos de 1.0 µA 




Capacidad 24 tiras de 7 cm o 12 tiras de 






Como se ha publicado con anterioridad (137,138), los geles fueron rehidratados 
activamente a 50 V durante 60 horas, seguido de rápidas subidas lineales de tensión y 
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4.3.3 Segunda dimensión 
En la segunda dimensión las proteínas de las tiras se separaron según su peso molecular 
en geles de electroforesis de poliacrilamida y dodecil sulfato sódico al 10% (SDS-
PAGE) utilizando el sistema PROTEAN® II XL (Laboratorios Bio-Rad). Esta unidad 
proporciona una gran área de separación de las proteínas, lo que permite analizar 
muestras con mayor carga y, finalmente, también obtener una mejor resolución respecto 
a los formatos de gel más pequeños. Las especificaciones técnicas se incluyen en la 
Tabla 4.5. 
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Posteriormente, los geles fueron teñidos con nitrato de plata utilizando el kit Silver Stain 
Plus (Laboratorios Bio-Rad), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
  
El Silver Stain Plus es un sistema rápido y sencillo para detectar proteínas en los geles 
de poliacrilamida tras la electroforesis. Esta tinción con plata es muy sensible, pudiendo 
detectar incluso cantidades de nanogramos de proteínas. El kit Silver Stain Plus contiene 
los siguientes componentes: 
 
• Concentrado potenciador del fijador 
• Solución de complejo de plata, que contiene NH4NO3 y AgNO3 
  
Número de geles 1-4 
Tamaño del gel 18.3 x 20 cm (altura x longitud) 
TAMAÑO del PLATO  
Interno 20 x 20 cm 
Externo 20 x 22.3 cm 
Longitud del espaciador 22.3 cm 
Volumen superior de tampón 350 ml 
Volumen inferior de tampón 1.2 L 
TIEMPOS para el SDS-PAGE  
Sin enfriamiento 5 h 
Con enfriamiento 3.5 h 
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• Ácido tungstosicílico, compuesto por silicio y tunsgteno (H4[Si(W3O10)4]·H2O) 
y que a 20 ºC es completamente soluble 
• Formaldehído 
• Carbonato de sodio (Na2CO3) como agente acelerador de la tinción 
 
Es muy importante destacar que la tinción con plata utilizada fue compatible con 
posteriores pasos de espectrometría de masas. El siguiente paso fueron dos lavados con 
agua destilada de un minuto de duración cada uno para seguidamente aplicar la solución 
de revelado compuesta de carbonato sódico y formaldehído en agua destilada. Una vez 
que los geles alcanzaron el grado de tinción deseado se paró el proceso mediante el 
empleo de una solución con EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) en agua destilada. 
 
4.3.5 Adquisición de imágenes y análisis 
 Los geles teñidos fueron escaneados utilizando un escáner UMAX POWERLOOK III 
operado por el software ScanMagic V 4.5. El análisis de la imagen se realizó utilizando 
el programa Quantity One 4.2.3 (Laboratorios Bio-Rad) (Figura 4.4). Dicho software 
permite la adquisición, cuantificación y análisis de gran variedad de datos, incluyendo 
muestras teñidas adquiridas mediante sistemas de geles. Las imágenes fueron 
configuradas, marcadas y, posteriormente, editadas. A la intensidad del volumen de 
cada punto le fue sustraída la intensidad correspondiente al fondo y el volumen 
resultante fue normalizado in situ con el valor densitométrico correspondiente a la 




 	   122	  
Fig. 4.4. Ejemplo de pantalla de análisis con el programa Quantity One. 
 
                 
La identidad de cada punto de realizó por comparación con la base de datos Swiss Prot 
(ExPASy). La densidad de los puntos estudiados más importantes se confirmó con 
espectrometría de masas. 
 
 
4.4 ESPECTROMETRÍA DE MASAS (EM) 
La espectrometría de masas (EM) es una tecnología analítica esencial en el contexto de 
la proteómica actual debido a su alta capacidad de análisis, su sensibilidad y su 
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Material utilizado 
• Agua Milli-Q (Merk Millipore) 
• Acetonitrilo (CH3CN) al 100% 
• Sistema SpeedVac (Thermo Scientific) 
• Ditioeritritol (C4H10O2S2) 
• Bicarbonato amónico (NH4HCO3) 
• Iodoacetamida (C2H4INO) 
• Tripsina (Promega®) 
• Ácido trifluoroacético (TFA, CF3COOH) 
• Puntas mmol-18 Zip (Millipore) 
• Matriz de α-ciano 4-hidroxi-trans-cinámico (Sigma) 
• Placa de MALDI (Pro MS MALDI Genomic Solutions) 
• 4700 Proteomic Analyzer (Applied Biosystem) 
• Calibradores estándar (Applied Biosystem) 
 
Método 
Para la identificación de las proteínas de interés, los puntos se extrajeron manualmente 
de los geles utilizando un punzón para biopsias (139,140). La identificación de cada 
proteína se llevó a cabo extrayendo el mismo punto de interés en tres geles diferentes. 
La tinción de plata fue solubilizada y eliminada y los puntos fueron lavados tres veces 
con agua Milli-Q (Merk Millipore). Con este sistema se puede obtener agua ultrapura 
para este tipo de aplicaciones en el laboratorio, teniendo las siguientes características: 
un nivel de resistividad de 18,2 MegaOhmios.cm a 25 ºC y un nivel de carbonato 
orgánico total inferior a 10 ppb. Los sistemas Milli-Q constan de varias etapas de 
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purificación, cada una de ellas diseñada para eliminar una determinada gama de 
contaminantes. Se utilizó el módulo Gradient A10 (Tabla 4.6). 
 










Después las muestras se incubaron con acetonitrilo (CH3CN), utilizado como 
disolvente, al 100% durante 5 minutos y otros 30 minutos con TFA el 5% y acetonitrilo 
al 50% y se secaron con un sistema SpeedVac (Thermo Scientific).  
 
Como se ha publicado previamente (135), las muestras se redujeron con ditioeritritol 
(C4H10O2S2) en bicarbonato amónico (NH4HCO3) y posteriormente fueron alquiladas 
con iodoacetamida (C2H4INO), un inhibidor irreversible de todas las cisteína peptidasas 
(mediante el mecanismo de alquilación de los residuos catalíticos de la cisteína), en 
bicarbonato amónico. Finalmente, las muestras fueron digeridas con 12.5 ng/µl de 
tripsina (Promega®, Madison, WI) en 25 mM de bicarbonato de amonio (pH 8.5) a  
37 ºC durante toda la noche. 
ESPECIFICACIONES  
Resistividad (MΩ .cm) a 25 ºC 18.2 
Nivel de COT (valores típicos) 1-5 
Nivel de pirógenos (Eu/ml) NE 
Bacterias (UFC/ml) <1 
Partículas > 0.22 µm (P/ml) <1 
Caudal (L/min) 1.5 
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La tripsina utilizada es una enzima peptidasa de origen porcino, modificada mediante 
metilación, que hidroliza específicamente los enlaces peptídicos del extremo carboxilo 
de los residuos lisina (Lys) y arginina (Arg). Su actividad máxima se establece a un pH 
entre 7 y 9 y se inactiva de forma reversible a un pH de 4. 
 
Tras la digestión, los péptidos se extrajeron del gel mediante una solución de 100 
mmol/l de bicarbonato amónico (NH4HCO3). Estos extractos se liofilizaron y 
resuspendieron en ácido trifluoroacético (TFA, del inglés TriFluoroAcetic acid, con la 
fórmula CF3COOH) al 0.1%. Los péptidos se purificaron usando puntas mmol-18 Zip 
(Millipore). Para la espectrometría de masas se mezcló 1 µl de los extractos purificados 
con 1 µl de matriz de α-ciano 4-hidroxi-trans-cinámico (Sigma) en acetonitrilo 
(CH3CN) al 50%. Un microlitro de esta mezcla se cargó en una placa de MALDI (Pro 
MS MALDI Genomic Solutions, del inglés Matriz-Assisted Laser 
Desorption/Ionization) y se dejó secar al aire a temperatura ambiente.  
 
Los espectrómetros de masas utilizados en el análisis de proteínas o péptidos pueden ser 
divididos básicamente en dos partes: la fuente de iones y el detector. La fuente de 
ionización MALDI se asocia a un analizador de tiempo de vuelo (TOF-Time of Flight) 
en el que los iones se separan en función de su relación masa/carga tras ser acelerados 
en un campo eléctrico o a un analizador TOF/TOF que proporciona un mejor enfoque 
de los iones y, por tanto, mayor resolución y precisión másicas. En el primer TOF los 
iones son acelerados a bajo voltaje, favoreciendo la fragmentación metaestable. 
Mediante un pulsador se selecciona un determinado ion padre y sus iones fragmento, 
que son acelerados a un potencial mayor y separados en el segundo TOF. 
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La espectrometría de masas se realizó utilizando el aparato 4700 Proteomic Analyzer 
(Applied Biosystem) y el análisis se efectuó en modo reflector positivo. Todos los 
espectros de masas se calibraron usando una mezcla de calibradores estándar (Applied 
Biosystem). Con el análisis en modo MS obtuvimos un espectro de masas denominado 
“huella peptídica” (Fig. 4.5), y algunos de los péptidos observados se analizaron en 
modo MS/MS, como se ha publicado anteriormente (135). El modo MS/MS obtiene 
espectros de fragmentación de las 3-5 masas mayoritarias dentro de cada una de las 
huellas peptídicas. Los péptidos con una relación señal-ruido mayor de 20 se 
consideraron en la Base de Datos Mascot (MatrixScience, UK) para la identificación de 
la proteína. Para llevar a cabo dicha identificación se utilizó la base de datos Mascot 1.9 
(http://www.matrixscience.com) como algoritmo para comparar los péptidos obtenidos 
por espectrometría de masas.  
                 
 








































1532.7229850.4159 989.4983 1909.00701693.92831423.62551110.5839862.3640 1259.1381437.1631 1589.6849619.8976 1805.9308983.4829852.2409 1169.1587 1353.7184590.2913 1892.61081649.8701
 	   127	  
La base de datos Mascot (MatrixScience, UK) es una potente máquina de búsqueda para 
identificar proteínas de bases de datos primarias. Nos permite integrar todos los 
métodos de búsqueda probados: la huella peptídica o los fragmentos derivados del 
modo MS/MS. 
 
Tras analizar la mezcla de péptidos mediante MS obtuvimos un conjunto de valores de 
masas moleculares que cruzamos con la base de datos Mascot. Para cada entrada en la 
base de datos de proteínas la máquina simula la rotura de los enlaces específica de la 
tripsina utilizada en la digestión de las proteínas, calcula las masas de los péptidos 
previstos y compara el conjunto de valores de masas calculadas con los obtenidos de 
forma experimental. Para realizar la búsqueda, se introdujo la huella peptídica y después 
de un corto período de tiempo, se recibieron los resultados. 
 
El análisis proteómico que realizamos se centró en las principales proteínas implicadas 
en las distintas vías metabólicas de la célula muscular: triosa-fosfato-isomerasa (TPI), 
malato deshidrogenasa (MDH), lactato deshidrogenasa (LDH) y piruvato carboxilasa 
(PC). 
 
4.5 DETERMINACIÓN DE LACTATO Y PIRUVATO  
 
Para la determinación del piruvato y lactato, principales productos de las vías 
metabólicas analizadas, se emplearon, respectivamente, los kits de ensayo K609-100 y 
K607-100 (BioVision Research Products, CA, USA).    
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4.5.1 Determinación de piruvato 
 
En el ensayo empleado el piruvato es oxidado por la piruvato oxidasa mediante 
reacciones enzimáticas que generan color (λ=570 nm) y fluorescencia (Ex/Em=535/587 
nm). El color/fluorescencia es proporcional al contenido de piruvato de la muestra. Las 
principales características del Pyruvate Assay Kit (K609-100) son: 
 
• Detección basada en la absorbancia (570 nm) o fluorescencia 
• Permite utilizar muestras de cultivos celulares y tisulares, orina, plasma, suero, 
así como otros fluidos. 
• Detección de 1 a 200 µM de piruvato. 
• Método sencillo con una duración de unos 40 minutos 
 
El Pyruvate Assay Kit contiene los componentes que se especifican en la tabla a 
continuación: 
 
Tabla 4.7. Componentes del Pyruvate Assay Kit. 
COMPONENTES 100 ENSAYOS COLOR NÚMERO 
Buffer Pyruvate Assay 25 ml WM K609-100-1 
Sonda Pyruvate 200 µl Rojo K609-100-2A 
Mezcla enzimática Pyruvate Liofilizado Verde K609-100-4 
Piruvato estándar (100 
nmol/µ l) 
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Para medir la concentración de piruvato mediante el ensayo colorimétrico se utilizaron 
80 µg de cada homogeneizado de proteínas y se siguieron las instrucciones del 
fabricante: 
1. Preparación de los reactivos:  
- La sonda Pyruvate se calentó hasta los 37 ºC durante 1-2 minutos hasta 
fundir la solución. Se mezcló bien y se evitó la exposición a la luz y  
humedad. 
- La mezcla enzimática Pyruvate se disolvió con 220 µl del buffer Pyruvate 
Assay. 
2. Protocolo del ensayo: 
- Primero se preparó la curva estándar del ensayo colorimétrico, diluyendo el 
piruvato estándar hasta 1 nmol/µl al añadir 10 µl del estándar a 990 µl del 
tampón. Posteriormente, se mezcló bien. 
- Después se prepararon las muestras para el ensayo en 50 µl/pocillo de 
tampón en un plato de 96 pocillos. Se extrajeron las muestras con un 
volumen cuatro veces mayor de tampón y se centrifugó hasta obtener el 
extracto de piruvato.  
- Para cada pocillo se preparó un total de 50 µl de Reaction Mix, que contienía 
los siguientes componentes: 46 µl de tampón, 2 µl de sonda y 2 µl de mezcla 
enzimática. Esta cantidad se añadió a cada pocillo con las muestras. 
- Se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente, evitando la luz. 
- Se midió a 570 nm en un microplato de lectura. 
- El cálculo de la cantidad de piruvato se realizó utilizando la siguiente 
fórmula: C=Py/Sv (nmol/µl o mM), donde Py era la cantidad de piruvato 
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(nmol) de la muestra en relación con la curva estándar y Sv era el volumen 
de la muestra (µl) añadido en el pocillo.  
 
4.5.2 Determinación de lactato 
 
En el ensayo empleado el lactato reacciona con una mezcla enzimática para generar 
color (λ=570 nm) y fluorescencia (Ex/Em=535/587 nm). El color/fluorescencia es 
proporcional al contenido de lactato de la muestra. Las principales características del 
Lactate Assay Kit (K607-100) son: 
 
• Detección basada en la absorbancia (570 nm) o fluorescencia 
• Permite utilizar muestras de cultivos celulares y tisulares, plasma, suero, medios 
de fermentación… 
• Detección de 0.001 a 10 mM de lactato. 
• Método sencillo 
 
El Lactate Assay Kit contiene los componentes que se especifican en la tabla a 
continuación 
Tabla 4.8. Componentes del Lactate Assay Kit. 
 
COMPONENTES 100 ENSAYOS COLOR NÚMERO 
Buffer Lactate Assay 25 ml WM K607-100-1 
Sonda Lactate 200 µl Rojo K607-100-2A 
Mezcla enzimática Lactate Liofilizado Verde K607-100-4 
Lactato estándar (100 nmol/µ l) 100  µl Amarillo K607-100-5 
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Para medir la concentración de lactato mediante el ensayo colorimétrico se utilizaron 80 
µg de cada homogeneizado de proteínas y se siguieron las instrucciones del fabricante: 
1. Preparación de los reactivos:  
- La sonda Lactate se calentó a temperatura ambiente y se evitó la exposición 
a la luz. 
- La mezcla enzimática Lactate se disolvió con 220 µl del buffer Lactate 
Assay. 
2. Protocolo del ensayo: 
- Primero se preparó la curva estándar del ensayo colorimétrico, diluyendo el 
lactato estándar hasta 1 nmol/µl al añadir 10 µl del estándar a 990 µl del 
tampón. Posteriormente, se mezcló bien. 
- Después se prepararon las muestras para el ensayo en 50 µl/pocillo de 
tampón en un plato de 96 pocillos.  
- Para cada pocillo se preparó un total de 50 µl de Reaction Mix, que contenía 
los siguientes componentes: 46 µl de tampón, 2 µl de sonda y 2 µl de mezcla 
enzimática. Esta cantidad se añadió a cada pocillo con las muestras. 
- Se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente, evitando la luz. 
- Se midió a 570 nm en un microplato de lectura. 
- El cálculo de la cantidad de lactato se realizó utilizando la siguiente fórmula: 
C=Ly/Sv (nmol/µl o mM), donde Ly era la cantidad de lactato (nmol) de la 
muestra en relación con la curva estándar y Sv era el volumen de la muestra 
(µl) añadido en el pocillo.  
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4.6 DETERMINACIÓN DE BAX Y BCL-2 
 La expresión de Bcl-2 y Bax se detectó mediante dot-blot. El dot-blot es una 
técnica para detectar, analizar e identificar proteínas, similar al Western-blot pero con la 
diferencia de que las muestras de proteínas no se separan mediante electroforesis, sino 
que son depositadas a través de plantillas circulares directamente en la membrana 
sintética. 
 En resumen, el protocolo se realizó de la siguiente forma: las muestras de  
músculo fueron pulverizadas y solubilizadas con tampón Laemmli. La misma cantidad 
de proteínas (20 µg por pocillo) fue cargada en una membrana de nitrocelulosa dentro 
de un aparato de filtración múltiple dot-blot. La cantidad de proteínas fue determinada 
por el método del ácido bicinconínico (BCA). El análisis fue realizado mediante 
anticuerpos policlonales contra Bax y Bcl-2.  
 
Descripción de la técnica de dot-blot 
 
 La transferencia de proteínas o “blotting” consiste en la inmovilización de las 
proteínas sobre membranas sintéticas para, a continuación, detectarlas mediante 
sistemas de tinción de las mismas. El método más potente es el denominado “Western 
blot”, en el que las proteínas son separadas en primer lugar mediante electroforesis en 
geles de poliacrilamida y posteriormente se transfieren mediante la aplicación de un 
campo eléctrico perpendicular al gel.  
 Otro método empleado, más sencillo, consiste en aplicar las proteínas 
directamente en forma de una pequeña gota de una solución concentrada sobre la 
membrana. La absorción de la gota provoca la adhesión de la proteína a la membrana, 
quedando en forma de una mancha o “dot”. Esta técnica es la empleada en nuestro caso. 
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Existen dispositivos que facilitan la aplicación de las proteínas directamente a la 
membrana, aplicando una succión que facilita la penetración de la solución (Fig. 4.6). 
Estos dispositivos se denominan “dot blot” o “slot blot”, en función de que la proteína 
quede aplicada en forma de gota circular o de una línea.  
 
 
   
 
Fig. 4.6. Ejemplo de dispositivo dot-blot 
 
 El trabajar con las proteínas fijadas sobre una membrana en lugar del gel tiene 
una serie de ventajas: son más rápidas de teñir y desteñir, se detectan cantidades 
menores de proteínas pues se concentran en la superficie y no se diluyen en todo el 
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 Cualquier procedimiento de “blotting” consta de 5 etapas: 
1. Inmovilización de proteínas sobre la membrana, ya sea mediante transferencia 
(electroforética, aspiración, presión…) o mediante aplicación directa. 
2. Saturación de todos los lugares de unión de proteínas de la membrana no 
ocupados para evitar la unión no específica de anticuerpos, que son proteínas. 
3. Incubación del “blot” con anticuerpos primarios contra la/s proteína/s de 
interés. 
4. Incubación del “blot” con anticuerpos secundarios, o reactivos que actúan de 
ligando del anticuerpo primario unidos a enzimas u otros marcadores. 
5. Incubación con los sustratos apropiados en aquellas bandas de proteínas 
marcadas con enzimas para formar productos coloreados insolubles en el lugar 
donde se encuentran las bandas de proteína. 
 
Materiales empleados 
-Dispositivo dot-blot de filtración 
-Membrana de nitrocelulosa de polifluoruro de vinilideno (PVDF) 
-Papel de filtro 
-Tampón Laemmli 
 Se preparó Laemmli 10x con: 
• Tris base 30.3 gr 
• Glycina 144 gr 
• SDS 10 gr 
• Agua destilada hasta completar 1 l 
De este tampón Laemmli 10x se hace una dilución de una parte de 10x y 9 partes de 
agua destilada, siendo este el tampón empleado. 
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-PBS para lavado 
-Albúmina de suero bovino (BSA) 
 
-Anticuerpos primarios: 
• Anti-Bax (IgG policlonal de conejo, de Oncogene®; Cat.PC 66-100 UG) 
• Anti-Bcl2 (IgG monoconal de ratón, de Oncogene®, Cat.OP 66-100 UG) 
• Anti-β-actina (IgG monoclonal de ratón, de SIGMA®, A-5441) 
-Anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa de rábano 
• IgG Anti-ratón, BD Pharmigen® 
• IgG Anti-conejo, CHEMICON® 
-ECL plus (Amersham, cod. RPN 2132) 
 
 
Cuantificación de las proteínas de la muestra 
 La cuantificación de proteína se estimó utilizando el kit Pierce® BCA Protein 




1. Inmovilización de proteínas sobre la membrana. En primer lugar se 
preparó la membrana de nitrocelulosa: se lavó con metanol y a 
continuación con tampón neutro (PBS), depositándose sobre el papel de 
filtro. A continuación se colocaron ambos dentro del dispositivo del dot-
blot y se cargó mediante pipetas de boca estrecha la misma cantidad de 
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proteínas de cada muestra, 20 µg por pocillo, que de tampón Laemmli en 
los orificios.  
Una vez  cargados todos se aplica vacío en el dot-blot para acelerar la 
transferencia y a continuación se realizan lavados con PBS, extrayendo 
después la membrana del dispositivo. 
2. Saturación de los lugares de unión de proteínas de membrana.  El 
bloqueo de los sitios de unión no-específicos de las proteínas se realizó 
con BSA. 
3. Incubación con anticuerpo primario. La incubación con los anticuerpos 
policlonales anti-Bax y anti-Bcl-2 se realizó con una dilución de 1:1000 
durante 1 hora a temperatura ambiente, según la bibliografía. También se 
realizó un control de carga con β-actina para normalizar las muestras. 
4. Incubación con anticuerpo secundario. A continuación se realizaron 
lavados con PBS (3 durante 5 minutos) y se incubaron con el anticuerpo 
secundario marcado con peroxidasa  (anticuerpos antiespecie anti-ratón y 
anti-conejo, obtenidos inoculando en la especie productora 
inmunoglobulinas de la especie a detectar) con una dilución de 1:1500 
durante 1 hora a temperatura ambiente. 
5. Incubación con el sustrato. Nuevamente se realizaron lavados con PBS y 
se incubó con ECL plus (Amersham Bioscience, cod. RPN 2132). 
Inmediatamente después de la oxidación se leyó a 428 nm, con un 
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4.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
El análisis estadístico se realizó mediante tests no paramétricos (U de Mann-Whitney, 
Wilcoxon). Se exigió un valor de p menor de 0.05 para considerar diferencias 
estadísticamente significativas. El análisis de los datos obtenidos se realizó mediante el 
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5. RESULTADOS 	  
5. 1. CARACTERÍSTICAS DE LOS PACIENTES 
 





Características de los pacientes  
Edad (años) 76 (63-84) 
Sexo varón 8 /10 
Hipertensión arterial 7 /10 
Diabetes mellitus 7 /10 
Dislipemia 5 /10 
Fumador (*) 4 /10 
Enfermedad coronaria 5 /10 
Insuficiencia renal 3 /10 





Tabla 5.1.- Características clínicas de los pacientes. *Fumador actual y hasta 10 años 
antes. 
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5.2. ANÁLISIS ENZIMÁTICO 
 
El análisis proteómico que realizamos se centró en las principales proteínas implicadas 
en las distintas vías metabólicas de la célula muscular. Los resultados se resumen en la 
Tabla 5.2. 	  	  	  
 Grupo Sano Grupo Isquémico 
 Basal Alprostadil  Basal Alprostadil  
TPI (UAD) 73+15 50+17 100+39 55+34 
MDH (UAD) 2196+348* 2088+177 644+192* 761+273 
LDH (105UAE/ml) 35,75+9,51 63,25+9,98 35,36+12,15 53,15+7,72 
Lactato (µmol/l) 0,22+0,044 0,24+0,046 0,109+0,01 0,113+0,01 
Piruvato (µmol/l) 1,46+0,28 1,53+0,28 1,24+0,31 1,59+0,26 
PC (UAD) 1,80± 1,27† 6,72± 2,13† 3,16± 2,25† 8,16± 3,63† 	  	  	  
Tabla 5.2. Proteínas implicadas en las distintas rutas metabólicas y sus productos. TPI: 
triosa-fosfato-isomeras, MDH: malato deshidrogenasa, LDH: lactato deshidrogenasa, 
PC: piruvato carboxilasa. UAD: Unidades Arbitrarias Densitométricas, UAE: 
Unidades de Actividad Enzimática 
*p<0,05 Grupo S vs Grupo I; † p< 0,05 basal vs alprostadil 
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En cuanto a los enzimas glucolíticos, la triosa-fosfato-isomerasa, una de las enzimas 
claves en la regulación de la vía glucolítica, no mostró diferencias en el músculo 
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En cuanto a la vía anaerobica, se observó un aumento de la lactato deshidrogenasa 
(LDH) al incubar con Alprostadil tanto en el grupo S como en el I, aunque no 
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Respecto a las proteínas del ciclo de Krebs, se observó una disminución significativa de 
la malato deshidrogenasa (MDH) en el músculo isquémico respecto al músculo sano, 






Fig. 5.3. Expresión de Malato Deshidrogenasa,disminución significativa. *p<0.05 
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La piruvato carboxilasa se elevó en las muestras incubadas con alprostadil 5 ng/ml, 






Fig. 5.4. Expresión de Piruvato Carboxilasa, † p< 0,05 basal vs alprostadil 
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5.3. CONTENIDO DE LACTATO Y PIRUVATO 
 
El Lactato no presentó diferencias significativas en el valores  músculo isquémico 
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5.4 DETERMINACIÓN DE MARCADORES DE APOPTOSIS 
 
En cuanto a los valores obtenidos de los marcadores de apoptosis ,	  no	  se	  encontraron	  diferencias	   estadísticamente	   significativas . Se resumen en la tabla 5.3 y en las 





 Grupo S Grupo I 
 Basal Alprostadil  Basal Alprostadil  
Bax (UAD) 132.5± 47.1 78.6± 35.8 48.6± 34.7 60.4± 29.1 








Tabla 5.3. Proteínas implicadas en la apoptosis. UAD: Unidades Arbitrarias 
Densitométricas 
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Fig. 5.7 Expresión de Bcl-2 
	  
Fig. 5.8 Expresión de Bax  
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6. DISCUSIÓN 
6.1 EN RELACIÓN A LAS PROTEINAS DEL METABOLISMO ENERGÉTICO 
 
Las proteínas están envueltas en todas las funciones celulares, controlan cualquier 
mecanismo que ocurre en el interior celular y son modificadas en diferentes 
enfermedades.  
El proteoma de una célula es el conjunto de proteínas que se expresan en una célula. Por 
lo tanto, el proteoma dicta el fenotipo de la célula y su funcionalidad así como la 
funcionalidad del tejido en el cual la célula está contenida. El fenotipo puede variar en 
condiciones normales, únicamente por el estado de crecimiento de la célula o la edad, 
además de evidentemente variar por la intervención en respuesta a los estímulos que 
aparecen durante enfermedades crónicas o agudas. Las proteínas pueden sufrir 
modificaciones postransduccionales debido a situaciones patológicas o incluso a 
tratamientos farmacológicos.  
El proteoma, por lo tanto, es un elemento dinámico de la célula, a diferencia del genoma 
que es un elemento estático.  
La proteómica es el estudio del proteoma, o lo que es lo mismo de las proteínas de una 
célula que se expresan en un momento dado, pero no sólo aquellas que aparecen en la 
célula mediante la expresión de un gen, sino también todas aquellas modificaciones 
proteicas debidas a transcriptos alternativos o modificados en el proceso 
postranslacional así como la combinación de estos dos. 
En resumen, y en términos sencillos, la proteómica nos va a permitir comparar la 
expresión proteica general de las células, sometidas a diferentes maniobras 
experimentales. Hasta el momento actual la proteómica en investigación cardiovascular 
se ha realizado mayoritariamente en miocardiopatías(141-142)  
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La glicolisis es una de las vías metabólicas principales de obtención de la energía. Los 
10 pasos enzimáticos de conversión de la glucosa en piruvato se continúan en 
condiciones aeróbicas con la reacción del ciclo del ácido cítrico o ciclo de Krebs y la 
fosforilación oxidativa.  
Sin embargo, bajo condiciones anaeróbicas, el piruvato es convertido en lactato en los 
tejidos musculares (Fig. 6.1). 
 
Fig. 6.1 Esquema de las vías metabólicas. LDH: 
Lactatodeshidrogenasa,OAA:Oxalacetato 
 
En los últimos años se han realizado múltiples estudios de proteómica en el músculo 
esquelético(143). Los niveles de expresión y las modificaciones post-transduccionales 
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de los enzimas glicolíticos están claramente alterados durante el desarrollo, o distintos 
procesos adaptativos fisiológicos como la actividad neuromuscular aumentada o la 
atrofia por desuso. La vía glicolítica también se modifica en muchas enfermedades 
neuromusculares, incluyendo la debilidad en la contracción muscular relacionada con la 
diabetes, la distrofia muscular o la sarcopenia de la vejez. 
La isquemia crónica de miembros inferiores supone una situación patológica a nivel del 
músculo, con una disminución del aporte sanguíneo, y con ello de oxígeno y otras 
sustancias, ante el que se establecen respuestas a nivel molecular. En este estudio hemos 
analizado la proteómica de las células musculares en pacientes con isquemia de la 
extremidad, a nivel de los principales enzimas metabólicos y sus productos, y su 
relación con el músculo sano. Así mismo, se estudia por primera vez el efecto del 
alprostadil sobre ambos. 
Hemos encontrado en el músculo isquémico una disminución de la malato-DH, enzima 
del Ciclo de Krebs, no encontrándose diferencias en la glucolisis (triosa-fosfato-
isomerasa) . En cuanto a la vía anaerobica, se observó un aumento de la lactato 
deshidrogenasa (LDH) al incubar con Alprostadil tanto en el grupo S como en el I, 
aunque no significativo , sin enmargo no hubo diferencias significativas del lactato en 
musculo isquémino frente al sano ni tampoco con Alprostadil.  
El Alprostadil produjo un aumento de la Piruvato Carboxilasa  tanto en el músculo sano 
como en el isquémico con significación estadística. El estado isquémico también 
produce un aumento de la Piruvato Carboxilasa, enzima  implicada en el complejo que 
transforma piruvato en acetil CoA, probablemente como intento de mecanismo 
compensador por la falta de actividad del ciclo de Krebs. Es posible que el aumento de 
Piruvato Carboxilasa observado con Alprostadil sea debido a un mecanismo de 
retroalimentación en respuesta al no aumento de la actividad del ciclo de Krebs. Este 
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efecto de retroalimentación también se observó en el tejido sano, lo que sugiere que se 
potencia el mecanismo compensador observado en condiciones sin Alprostadil. 
 
La reducción de malato-DH en el músculo isquémico sugiere una reducción del ciclo de 
Krebs, en relación con un menor aporte de oxígeno en el músculo isquémico.  
La no modificación de  lactato-DH, ni del contenido de lactato, podría indicar que 
Alprostadil, probablemente a través de su  conocida actividad de estimulación del AMP 
cíclico-proteina kinasa A, haría que el acetil CoA, generado a expensas del aumento de 
piruvato carboxilasa, se metabolizara a través de la generación de ácidos grasos 
mediante la lipogénesis 
Si bien no se han encontrado referencias a alteraciones en el perfil proteómico de 
marcadores del metabolismo energético en el músculo sometido a isquemia crónica, si 
se han encontrado referencias de variaciones del mismo en la diabetes, obesidad y en 
pacientes ancianos,  factores altamente prevalentes en la isquemia crónica de MMII. 
El análisis proteómico del músculo vasto lateral en pacientes con diabetes  mellitus tipo 
II, muestra una serie de marcadores de diabetes, como son la anormal fosforilazión de la 
ATP sintetasa y niveles elevados de proteinas de stress (144,145). Así mimo estudios 
realizados sobre músculo gastronémico en un modelo de rata diabética muestra cambios 
en las proteínas asociadas a la contracción, sistema de defensa antioxidante, 
mecanismos de detoxificacion, metabolismo de glucosa y utilización de ácidos 
grasos(146,147). El análisis proteómico en modelos de pacientes obesos y 
potencialmente prediabéticos, muestra una alteración generealizada en la expresión de 
proteínas relacionadas con el metabolismo energético en estos pacientes (148). 
En pacientes ancianos también se han identificado alteraciones en el perfil proteómico 
de marcadores del metabolismo energético en el músculo. Análisis proteómicos de 
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fragmentos de músculos añosos muestran diferentes efectos sobre las enzimas 
mitocondriales(149-152). Chang et al (149) estudiaron el efecto de la edad y la 
restricción calórica en el proteoma de la mitocondria de la rata. En músculos 
esqueléticos, la isocitrato deshidrogenasa y la malato deshidrogenasa se incrementaron 
en ratas de 25 meses respecto a ratas de 6 meses. La restricccion calórica tiene un efecto 
minoritario en estos cambios. Se han observado cambios importantes en el metabolismo 
energético en preparaciones mitocondriales en extractos de músculo gastronémico en 
preparaciones de ratas de 3 meses respecto ratas de 26 meses (151). Estos músculos 
representan muestras de  adultos jóvenes frente a ancianos. Análisis realizados mediante 
electroforesis en gel demostraron una elevación edad dependiente en numerosos 
enzimas mitocondriales, incluyendo la NADH deshidrogenasa, ATPasa sintetasa, 
succinato deshidrogenasa(149-152).  
Diversos estudios muestra la aparición de cambios postranscripcionales en las enzimas 
mitocondriales en el musculo esquelético con la edad (153), que alterarían la estabilidad 
de las proteínas, las interacciones intra e intermoleculares, así como la eficiencia en la 
unión de los sustratos con sus sitios activos en las enzimas mitocondriales afectadas, 
todo lo cual explicaría la disfunción mitocondrial en fibras musculares ancianas (153), 
con una disminución en la capacidad de la extracción de oxigeno(154-157).  
En nuestro estudio hemos encontrado una disminución de la malato-DH en las muestras 
de músculo isquémico, al contrario de lo que ocurre en pacientes ancianos. Se podría 
pensar que de esta forma la isquemia crónica contribuye a aumentar la función 
mitocondrial que  se observa de forma habitual en el musculo añoso, tal y como se ha 
visto en los estudios anteriormente mencionados.  
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Según los resultados obtenidos, el Alprostadil no modifica esta vía directamente pero 
estimula la expresión de Piruvato Carboxilasa. (Fig 6.1). 
 
Entre las limitaciones del estudio, se ha realizado con cultivos de tejidos. Hay que 
contar con la limitación intrínseca que supone un estudio in vitro, que no refleja las 
distintas interacciones que tendrán lugar en el conjunto del organismo. Asimismo, la 
identificación de las proteínas mediante la doble electroforesis no es exacta, y puede 
subestimar la presencia de elementos poco abundantes, las proteínas integradas en la 
membrana o componentes con peso molecular muy elevado (158-161). Además, 
aquellas proteínas con valores de pI extremos no suelen ser bien detectadas en sistemas 
con un amplio rango de pI. Otra cuestión importante es la distorsión de los puntos de 
proteínas debido a la presencia de distintas especies o isoformas con extensas 
modificaciones postranslacionales. El análisis mediante espectrometría de masas en ese 
sentido resuelve la mayoría de estos problemas. 
 
6.2 EN RELACIÓN A LAS PROTEINAS DE LA APOPTOSIS 
En los últimos diez años se han publicado hallazgos que sugieren que la regulación de la 
apoptosis puede estar alterada en diversas enfermedades del corazón y de los vasos 
sanguíneos.  
En efecto, son muy abundantes los trabajos experimentales que describen la aparición 
de apoptosis en cardiomiocitos sometidos a isquemia y/o reperfusión (162). Además, 
una exagerada apoptosis de los cardiomiocitos se ha objetivado en pacientes con infarto 
agudo de miocardio (163,164) y con cardiopatía isquémica e insuficiencia cardíaca 
(165,166). Por otra parte, diversos estudios demuestran que la sobrecarga mecánica 
(167) y los agonistas vasoconstrictores como la angiotensina II (168) inducen la 
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apoptosis de los cardiomiocitos. De hecho, la apoptosis de los cardiomiocitos es mayor 
en el ventrículo izquierdo de las ratas espontáneamente hipertensas (SHR) que en el de 
las ratas normotensas Wistar-Kyoto, especialmente cuando las primeras desarrollan 
insuficiencia cardíaca (169). Queda por demostrar si la apoptosis puede ser la causa del 
menor número de cardiomiocitos presente en el ventrículo izquierdo de pacientes 
hipertensos sin enfermedad coronaria (170) y si ello sería el resultado de una 
susceptibilidad exagerada de dichas células para morir vía apoptosis (171). 
A nivel de las células musculares lisas, la regulación de la proliferación y de la muerte 
por apoptosis en éstas es un determinante importante en la configuración de la 
estructura normal de la pared vascular en condiciones fisiológicas. Por ello, el 
predominio de la proliferación sobre la apoptosis se ha propuesto como el mecanismo 
responsable de la acumulación de células musculares, que facilita el engrosamiento de 
la capa media y de la pared de las arterias pequeñas en la hipertensión arterial (172) y 
que contribuye a la reestenosis tras la angioplastia (173). 
Por el contrario, se ha descrito que las células musculares lisas vasculares que han 
emigrado al espacio subintimal en una placa aterosclerótica presentan apoptosis más 
frecuentemente que las células que aún permanecen en la media (174). La exagerada 
apoptosis de estas células puede ser un factor determinante de la vulnerabilidad de una 
placa aterosclerótica, pues comportaría una disminución de su número y una menor 
capacidad para la síntesis de colágeno fibrilar (175). Ello, combinado con la liberación 
desde los macrófagos de las metaloproteinasas de matriz que degradan las fibras de 
colágeno, daría lugar a una cápsula fibrosa más frágil (176) . En el desencadenamiento 
de la apoptosis de las células musculares se han implicado diversas citocinas secretadas 
por las células espumosas presentes en la lesión (177,178).  
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A nivel del endotelio la apoptosis parece ser el principal mecanismo de muerte del 
endotelio en condiciones fisiológicas. Por otra parte, el equilibrio proliferación-
apoptosis de las células endoteliales desempeña un papel crítico en la formación y 
regresión de los vasos sanguíneos, especialmente las arteriolas y los capilares. Por ello, 
una excesiva apoptosis de estas células puede estar implicada tanto en la disfunción 
endotelial, como en la inhibición de la angiogénesis, descritas en diversas enfermedades 
vasculares (179).  
Especialmente relevante puede ser la participación de la apoptosis endotelial en la 
patogenia de la aterosclerosis. Las células endoteliales apoptóticas presentan 
modificaciones fenotípicas de su superficie que se traducen en un aumento en la 
expresión de moléculas de adhesión (180) y de factor tisular procoagulante (181). Lo 
primero participaría en los estadios iniciales de la formación de la lesión aterosclerótica, 
mientras que lo segundo contribuiría a la complicación trombótica de la misma. Las 
lipoproteínas aterogénicas, especialmente las formas oxidadas, podrían ser las 
inductoras de la apoptosis de las células endoteliales en el contexto de la aterosclerosis 
(182-184)  
No se han encontrado referencias a la implicación de los mecanismos de apoptosis en el 
músculo  en situaciones de isquemia crónica. En nuestro estudio se estudia por primera 
vez si existen diferencias en cuanto a los marcadores de apoptosis en el músculo sano 
frente al isquémico, no encontrándose diferencias. Esto podría deberse a que la 
isquemia producida en el musculo esquelético conllevara a un fenómeno de necrosis 
tisular no dependiente de muerte celular programada. 
La implicación de las prostaglandinas en la muerte celular por apoptosis aún no está 
bien comprendida y es muy compleja; pues en unos casos se muestran antiapoptóticas y 
en otros proapoptóticas. Las observaciones indican que esta diferencia varía según la 
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prostaglandina, la población celular sobre la que actúa y la concentración de éstas. Por 
ejemplo, en células cancerosas de colon, la PGE2 activa la expresión de Bcl-2, una 
proteína antiapoptótica que favorece el crecimiento del tumor, por esta razón, en el 
cáncer de colon se recomienda el uso de inhibidores de COX. En cambio, en los 
linfocitos T, la PGE2 no muestra efectos sobre la expresión de Bcl-2, pero sí muestra 
activación de Myc, proteína proapoptótica, responsable de la fragmentación del DNA. 
En estas mismas células existe la observación de que la PGE2 incrementa la apoptosis. 
Se ha reportado que la PGE2 induce apoptosis dependiendo de la dosis en el SNC al 
activar el receptor EP2 y la subsecuente activación de la caspasa-3. (185) 
En nuestro estudio no hemos encontrado influencia de la PGE1 sobre los marcadores 
apoptóticos Bcl-2 y BAX 2. Esto vuelve a sugerir un mecanismo de muerte tisular por 
necrosis independiente de muerte celular programada. Además es evidente que los 
cambios observados sobre las enzimas del metabolismo no están relacionados con 
modificaciones en Bcl-2 ni Bax.  
 
Existen, como en el caso del análisis del metabolismo energético, limitaciones 
inherentes al estudio. La detección in situ de las células apoptóticas presenta 
actualmente varias limitaciones, derivadas de la propia biofisiología del proceso: su 
corta duración, que afecta a células aisladas y que tras su resolución por fagocitosis no 
persisten lesiones residuales. Por lo tanto, la identificación y la cuantificación de la 
apoptosis en los tejidos requiere estudios muy minuciosos y exhaustivos. A ello se 
añade que ninguna de las técnicas bioquímicas e histológicas hoy día utilizadas es 
suficientemente específica o sensible, por lo que se recomienda el uso combinado de 
varias de ellas : la electroforesis en gel para detectar la presencia de la fragmentación 
apoptótica del ADN que da lugar a la imagen típica en escalera, las técnicas 
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inmunohistoquímicas destinadas a marcar en las células los extremos 3' de los 
fragmentos del ADN ( Taq polimerasa, transferasa deoxinucleótido terminal, Pfu 
polimerasa) o a identificar en la membrana celular sustancias como la anexina y las 
técnicas que evalúan la expresión y la actividad de las caspasas. Para el diagnóstico 
sistémico de la apoptosis se pueden detectar en sangre ciertos marcadores del proceso 
apoptótico. Pudiera ser que si se alterase el efecto sobre otras proteinas implicadas en la 
apoptosis, tal y como se ha descrito a nivel de las células del cáncer de cólon.  

























1. Durante la isquemia del músculo esquelético se produce una reducción de la 
expresión de malato-DH, lo que podría sugerir un defecto en la actividad del 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ciclo de Krebs). 
 
2. El estado isquémico también produce un aumento de la Piruvato Carboxilasa, 
enzima  implicada en el complejo que transforma piruvato en acetil CoA, 
probablemente como intento de mecanismo compensador por la falta de 
actividad del ciclo de Krebs. 
 
3. No se observaron cambios significativos en el nivel de biomarcadores asociados 
con apoptosis (Bcl-2, Bax) entre el tejido isquémico y el sano. Esto podría 
deberse a que la isquemia producida en el músculo esquelético conllevara  un 
fenómeno de necrosis tisular no dependiente de muerte celular programada. 
 
4. El Alprostadil no modificó la expresión de malato-DH en el músculo 
isquémico. Tampoco se observó modificaciones en la expresión de la lactato-
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5. Es posible que el aumento de piruvato carboxilasa observado con Alprostadil 
sea debido a un mecanismo de retroalimentación en respuesta al no aumento de 
la actividad del ciclo de Krebs. Este efecto de retroalimentación también se 
observó en el tejido sano, lo que sugiere que se potencia el mecanismo 
compensador observado en condiciones sin Alprostadil. 
 
6. La no modificación con el fármaco de  lactato-DH, ni del contenido de lactato, 
podría indicar que Alprostadil, probablemente a través de su  conocida 
actividad de estimulación del AMP cíclico-proteina kinasa A, haría que el acetil 
CoA, generado a expensas del aumento de piruvato carboxilasa, se metabolizara 
a través de la generación de ácidos grasos mediante la lipogénesis. 
 
7. Alprostadil no modificó los parámetros de apoptosis Bcl-2 y Bax. Esto vuelve a 
sugerir un mecanismo de muerte tisular por necrosis independiente de muerte 
celular programada. Además es evidente que los cambios observados sobre las 
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EFECTO DEL ALPROSTADIL EN LOS CULTIVOS DE MÚSCULO 
ESQUELÉTICO ISQUÉMICO. ESTUDIO PROTEÓMICO COMPARATIVO 
FRENTE A MÚSCULO SANO. 
INTRODUCCIÓN 
La enfermedad arterial periférica tiene una alta prevalencia en la población, 
sobre todo en los pacientes mayores de 70 años, con una incidencia de mortalidad 
cardiovascular del 2.5%. El alprostadil (PGE1) es un fármaco intravenoso utilizado en 
el tratamiento de la isquemia crítica de MMII, con un efecto vasodilatador y 
antiagregante plaquetario. Es bien conocido su efecto endotelial, pero se desconocen si 
presenta posibles efectos pleiotrópicos sobre el músculo esquelético. 
HIPÓTESIS 
Es posible que la vasodilatación producida por el alprostadil produzca cambios 
en el metabolismo energético del músculo esquelético. Pero además, el alprostadil 
podría tener un efecto directo sobre el músculo esquelético (no dependiente de la 
vasodilatación) como efecto pleiotrópico, efecto que presumiblemente será diferente en 
el músculo esquelético isquémico en comparación con el sano. Por último, dado que la 
apoptosis celular parece jugar un papel en el desarrollo de la aterosclerosis, y que existe 
evidencia del efecto antiapoptótico del alprostadil, es previsible que existan diferencias 
en los niveles de los marcadores de apoptosis del músculo isquémico al compararlo con 
el sano, y que el tratamiento con alprostadil los modifique. 
 	   184	  
OBJETIVOS 
Los objetivos de este estudio consisten en determinar si existen diferencias en 
el metabolismo energético del músculo esquelético isquémico en comparación con el 
sano, determinar el efecto del alprostadil sobre el metabolismo energético del músculo 
esquelético, valorar diferencias en su acción sobre el músculo isquémico frente al sano, 
comprobar si en el músculo isquémico existe una actividad apoptótica aumentada, y si 
el tratamiento con Alprostadil modifica esta actividad en ambos tipos de músculo. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Se obtuvieron muestras de tejido de 10 pacientes con isquemia irreversible 
intervenidos de amputación supracondílea, tanto de músculo isquémico (extensor corto 
de los dedos del pie, grupo I) como de músculo sano (músculo cuádriceps del borde de 
amputa-ción, grupo S). Ambos grupos se cultivaron basalmente y con 5 ng de 
alprostadil. Se analizó la expresión proteómica de las siguientes enzimas: triosa-fosfato-
isomerasa (TPI), malato deshidrogenasa (MDH), lactato deshidrogenasa (LDH) y 
piruvato carboxilasa (PC). Se determinaron también sus productos, lactato y piruvato, 
mediante kits de detección específicos. Para cuantificar la actividad apoptótica en cada 
uno de los grupos se cuantificaron los niveles de las proteínas implicadas en la 
apoptosis celular Bax y Bcl-2, mediante técnica de dot-blot. El análisis estadístico se 
realizó con el programa informático SPSS 16.0. 
RESULTADOS 
Los niveles encontrados de TPI y LDH no mostraron diferencias 
estadísticamente significativas entre las muestras de músculo isquémico y el sano, ni 
tampoco al incubarlos con alprostadil, aunque la LDH mostraba una tendencia a 
aumentar su expresión con alprostadil en ambos grupos.  La MDH presentó una 
disminución en el grupo I en las muestras basales (2.196 ± 348 UAD, grupo S vs 644 ± 
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192 UAD, grupo I, p < 0,05; UAD= Unidades Arbitrarias de Densitometría), sin 
presentar diferencias al incubar los tejidos con alprostadil. La PC estaba aumentada en 
el grupo I de forma basal, y tras la administración de alprostadil la expresión de PC 
aumentó en ambos grupos (basal: 1,80 ± 1,27 UAD, vs 3,16 ± 2,25 UAD; alprostadil: 
6,72 ± 2,13 UAD vs 8,16 ± 3,63 UAD, grupo S vs grupo I, respectivamente, p < 0,05). 
No hubo diferencias significativas en la concentración de lactato ni en la de piruvato. 
Tampoco se han encontrado diferencias estadísticamente significativas en los niveles de 
Bax y Bcl-2, ni presentaron una variación significativa tras la administración de 
alprostadil. 
CONCLUSIONES 
La reducción de MDH en el músculo isquémico sugiere una reducción del 
ciclo de Krebs. El alprostadil estimula la expresión de PC, es posible que el aumento de 
piruvato carboxilasa observado con alprostadil sea debido a un mecanismo de 
retroalimentación en respuesta a no aumento de la actividad del ciclo de Krebs. Este 
efecto de retroalimentación también se observó en el tejido sano, lo que sugiere que se 
potencia el mecanismo compensador observado en condiciones sin alprostadil. No se ha 
podido demostrar una mayor actividad apoptótica en el músculo isquémico. 
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10. SUMMARY 
 
THE EFFECT OF ALPROSTADIL ON ISCHEMIC SKELETAL MUSCLE 




Peripheral arterial disease has a high prevalence in the population, mainly in 
patients older than 70 years, with an incidence of cardiovascular mortality of 2,5%. 
Alprostadil (PGE1) is an intravenous drug used in the treatment of critical ischemia of 
lower limbs, and it has vasodilator properties and inhibits platelet agregation. Its 
endothelial effect is well known, but there is no knowledge about possible pleiotropic 
effects on skeletal muscle.  
HYPOTHESIS 
Alprostadil mediated vasodilation may lead to changes in the energetic 
metabolism of the skeletal muscle. In addition, alprostadil could have a direct effect on 
skeletal muscle (not vasodilation mediated) as a pleiotropic effect; this effect 
presumably would be different in the ischemic skeletal muscle compared to the healthy 
one. Finally, since apoptosis appears to play a role in the development of 
atherosclerosis, and there is recient evidence of the antiapoptotic effect of alprostadil,  
differences in the expression levels of  the apoptosis markers in ischemic muscle tissue 
when compared with healthy one are expected, and a treatment with alprostadil  could 
modify them. 
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OBJETIVOS 
The purpose of this study was to establish whether differences exist in 
energetic metabolism of ischemic skeletal muscle compared with healthy one, to 
determine the effect of alprostadil on energetic metabolism in skeletal muscle, to assess 
differences in its action on ischemic versus healthy muscle, to check for an increased 
apoptotic activity in ischemic muscle, and if alprostadil treatment modifies this activity 
in both types of muscle. 
MATERIAL AND METHODS 
Tissue samples were obtained from 10 patients with irreversible ischemia that 
underwent an above-the-knee amputation, from both ischemic muscle (extensor 
digitorum brevis muscle, group I) and healthy muscle (quadriceps muscle at the 
amputation edge, group S). Tissues from both groups were cultured at baseline and with 
5 ng of alprostadil. Proteomic expression of the following enzymes was analyzed: 
triose-phosphate isomerase (TPI), malate dehydrogenase (MDH), lactate dehydrogenase 
(LDH) and pyruvate carboxylase (PC). Their products, lactate and pyruvate were also 
determined by specific detection kits. To quantify apoptotic activity in both groups, 
proteins Bax and Bcl-2 levels, involved in cell apoptosis, were assessed by dot-blot 
technique. Statistical analysis was performed using SPSS 16.0 software. 
RESULTS 
The TPI and LDH levels found showed no statistically significant differences 
between samples of ischemic and healthy muscle, nor upon incubation with alprostadil, 
although LDH showed a tendency to increase its expression with alprostadil in both 
groups.  MDH levels were significantly lower in group I in baseline samples: (2.196 ± 
348 AUD, group S vs 644 ± 192 AUD, group I, p < 0,05; AUD= Arbitrary Units of 
Densitometry), without differences after incubating tissues with alprostadil. PC levels 
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were increased in group I at baseline, and its expression increased in both groups after 
administration of alprostadil (baseline: 1,80 ± 1,27 AUD, vs 3,16 ± 2,25 AUD; 
alprostadil: 6,72 ± 2,13 AUD vs 8,16 ± 3,63 AUD, group S vs group I respectively, p < 
0,05). There were no significant differences in the concentration of lactate or pyruvate. 
Neither statistically significant differences were found in the Bax and Bcl-2 levels, and 
they showed no significant variation after administration of alprostadil. 
CONCLUSIONS 
MDH reduction in ischemic muscle suggests a reduction of the Krebs cycle. 
Alprostadil stimulates the expression of PC, it is posible that the pyruvate carboxylase 
increase observed with Alprostadil is due to a feedback mechanism in response to non 
increased activity of the Krebs cycle. This feedback effect was observed also in healthy 
tissue, suggesting that the compensatory mechanism is enhanced in an Alprostadil-free 
environment. We could not demonstrate an increased apoptotic activity in ischemic 
muscle. 
 
 
